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RESUMEN 
 
A través de estudios genómicos comparamos locus que por sintenia parecen ser 
regiones prometedoras para el desarrollo de marcadores moleculares específicos de 
Candida parapsilosis, una levadura oportunista cuya incidencia va aumentando y que ha 
registrado altas tasas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.   
C. parapsilosis junto a C. orthopsilosis y C. metapsilosis comprenden un grupo de 
estrecha filogenia pero diferente virulencia denominado complejo parapsilosis. A pesar 
de su importancia como patógenos emergentes las técnicas de identificación 
microbiológicas y moleculares se han visto limitadas no sólo entre el complejo, sino 
además entre otras especies de importancia médica como lo son C. guillermondi, C. 
lusitaniae y C. glabrata. 
Gracias a la disponibilidad de secuencias genómicas y mediante programas 
bioinformáticos de alta capacidad como Geneious, Symap y prfectBLAST, comparamos 
los genomas completos de C. albicans, C. parapsilosis y C. orthopsilosis; ubicando 
bloques colineales sinténicos y analizando una de las familias génicas de proteasas, 
encontramos eventos de expansión de genes en C. parapsilosis y C. orthopsilosis 
Para cada una de estas duplicaciones se diseñaron sondas específicas, obteniendo así 9 
diferentes marcadores moleculares; dos de estos han sido utilizados para la 
identificación de dos de las tres especies que conforman el complejo parapsilosis: C. 
parapsilosis y C. orthopsilosis. Los oligonucleótidos fueron denominados 420 y 830 con 
amplicones de 1000 y 900pb respectivamente. Además de ser validados en cepas ATCC, 
ha sido probados en 35 aislados clínicos que fueron identificados de la siguiente manera; 
19 cepas como C. parapsilosis, 1 cepa como C. orthopsilosis, mientras que las 15 cepas 
restantes mostraron alta similitud con C. glabrata, C. guillermondi y C. lusitaniae al ser 
identificadas mediante secuenciación del fragmento ITS1 e ITS2 de la secuencia de 
DNA ribosomal 18S.  
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ABSTRACT 
 
Through genomic studies synteny locus were compared, leading us to regions 
that are promising for the development of specific molecular markers of Candida 
parapsilosis, an opportunistic yeast whose incidence has been increasing, showing high 
rates of morbidity and mortality worldwide. 
C. parapsilosis along with C. orthopsilosis and C. metapsilosis comprise a group in 
close phylogeny but different virulence called parapsilosis complex. Despite their 
importance as emerging pathogens, microbiological and molecular identification 
techniques have been limited not only in the parapsilosis complex, but also among other 
species such as C. guillermondi, C. lusitaniae and C. glabrata. 
Due to the accessibility of genomic sequences and by using high-capacity bioinformatic 
programs such as Geneious, Symap and prfectBLAST, complete genomes of  
C. albicans, C. parapsilosis and C. orthopsilosis were compared. By analyzing a 
protease gene family and locating syntenic collinear blocks, gene expansion events were 
found in C. parapsilosis and C. orthopsilosis. 
Molecular markers were designed for each of these duplications, thus obtaining 9 
different molecular markers; two of which have been used to identify successfully two 
of the three species from the parapsilosis complex: C. parapsilosis and C. orthopsilosis. 
The oligonucleotides were referred to as 420 and 830 with 1000 and 900 bp amplicons 
respectively. After validate the ATCC strains, 35 clinical samples were tested against 
these markers resulting in 19 strains identified as C. parapsilosis, one strain as 
C. orthopsilosis, while the remaining 15 strains showed high similarity to C. glabrata, 
C. guillermondi and C. lusitaniae after being identified by sequencing ITS1 and ITS2 
fragments from 18S ribosomal DNA sequences. 
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1. INTRODUCCIÓN 
!
La candidiasis es una infección producida por hongos del género Candida, cuyas 
especies pertenecientes se encuentran como saprófitos o comensales de forma habitual 
en humanos, siendo agentes causales de un variado espectro de enfermedades.  
Por desgracia esta micosis lejos de desaparecer, se ha incrementado día con día debido a 
la presencia de enfermedades y condiciones inmunosupresoras y  al uso indiscriminado 
de antimicóticos.  
Durante años se ha considerado a Candida albicans como la principal especie 
responsable de las diferentes manifestaciones de la candidiasis, sin embargo en la última 
década se han presentado cambios en la distribución de las especies de este importante 
género, siendo cada vez más común identificar especies no-albicans como patógenos. 
(Rodero et al, 2005; Trofa et al, 2008; Land et al, 2009). 
Tal es el caso de Candida parapsilosis, que es una de las principales especies  
no-albicans cuya incidencia ha incrementado dramáticamente en el mundo, 
contribuyendo a la mortalidad y morbilidad de pacientes nosocomiales y neonatos, 
siendo este último grupo el más afectado significativamente, ya que las tasas de 
mortalidad en recién nacidos de manera prematura es de aproximadamente el 10%. 
(Pammi et al, 2014)  
C. parapsilosis junto a C. orthopsilosis y C. metapsilosis comprenden un grupo de 
estrecha filogenia pero diferente virulencia denominado complejo parapsilosis, un grupo 
de tres levaduras que anteriormente se habían clasificado taxonómicamente como una 
misma especie (Candida parapsilosis) pero separada en tres grupos: I, II Y III. Fue hasta 
el 2005 que Tavanti et al. propusieron la separación y sustitución de los grupos, en lo 
que hoy se conoce como complejo parapsilosis, ésto basándose en el análisis de 
polimorfismo de restricción del gen de la deshidrogenasa de alcohol secundario 
(SADH), que codifica una deshidrogenasa de alcohol secundario y que es común para 
las tres especies. Aunque se han encontrado cepas de cada especie del complejo en 
muestras de pacientes humanos, los aislados clínicos predominantes son de  
C. parapsilosis 
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A pesar de la importancia de C. parapsilosis como patógeno emergente, las técnicas de 
identificación microbiológicas se han visto limitadas, no sólo entre el complejo 
parapsilosis sino además entre otras especies como lo son C. guillermondi, C. lusitaniae 
y C. glabrata; a consecuencia de que la identificación de las levaduras se basa en 
métodos microbiológicos convencionales, que poseen ambigüedades e incorrecciones en 
los resultados, ya que se ha observado que las características morfológicas y fisiológicas 
están fuertemente influenciadas por las condiciones de cultivo celular. (Cannon et al, 
1995; Becker, 2000). Por otro lado las técnicas moleculares disponibles son complejas, 
laboriosas y costosas. En estas se necesitan emplear al menos 2 pasos para la obtención 
de resultados, además de no existir una técnica molecular de referencia bien establecida.  
Por lo tanto, el presente trabajo implicó generar un método de identificación  
C. parapsilosis a partir de la amplificación de un elemento del genoma presente 
únicamente en la especie a identificar mediante de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) punto final.  
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2. ANTECEDENTES 
!
2.1 Sobre el género Candida  
 
El género Candida corresponde a un grupo de hongos levaduriformes y se 
clasifica taxonómicamente dentro del phylum Ascomicota, orden Saccharomycetales y 
pertenece a la familia Saccharomycetaceae (Trofa et al, 2008). Microscópicamente las 
células de este género son globosas, ovoides con un tamaño medio de 3 a 5 µm y se 
reproducen por gemación multipolar; en ocasiones formando pseudomicelio y/o tubo 
germinal dependiendo de la especie. Macroscópicamente forman colonias blanquecinas, 
húmedas de bordes definidos después de 48 horas de incubación en agar papa dextrosa 
(Bonifaz, 2012).  
Se conocen alrededor de 300 especies las cuales están ampliamente distribuidas en la 
naturaleza y su importancia radica en la variedad de cuadros clínicos que éstas pueden 
causar. Aproximadamente 17 de estas especies se han asociado con enfermedades en 
humanos, siendo Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. parapsilosis,  
C. tropicalis, C. krusei las principales causantes de infecciones. (Dismukes et al, 2003; 
Kavanagh, 2005).  
Es posible encontrar a estas levaduras en un estado comensal, ya que Candida no es 
patógeno estricto, sino que forman parte de la microbiota normal de las mucosas del 
tracto respiratorio, digestivo y genitourinario, así como de la piel de humanos y de 
animales de sangre caliente (Gatica et al, 2002).  
La principal causa de su patogenia está relacionada con las alteraciones del sistema 
inmunológico del hospedero, así como otros factores predisponentes que pueden 
interferir en el equilibrio biológico que mantienen las levaduras en su estado comensal, 
originando así infecciones de distinta localización y gravedad denominadas candidiasis 
(Mendoza, 2005). Estas infecciones tienen una alta incidencia a nivel mundial, y son 
frecuentes en individuos de cualquier edad, raza o sexo.   
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El potencial patógeno de las especies varía de forma considerable siendo, hasta el 
presente, C. albicans el principal agente causal de enfermedades que pueden llegar a ser 
mortales en seres humanos (Bonifaz, 2012).  
Por otro lado, en las últimas décadas se ha elevado el número de casos de candidiasis y 
se observa un cambio considerable en la distribución de especies. Siendo cada vez más 
frecuente el aislamiento de especies no-albicans (Rodero et al. 2005; Trofa et al. 2008; 
Land et al. 2009). De acuerdo a los reportes por parte del Programa de Vigilancia 
Antimicrobiana SENTRY, C. albicans es la especie que se aísla con mayor frecuencia 
(48.4%) en candemias, seguida de C. glabrata (18%), C. parapsilosis (17.2%),  
C. tropicalis (10 %), C. krusei (1.9%) y Candida spp. (4.5%) (Pfaller et al., 2011). 
2.2 Generalidades de Candida parapsilosis.  
!
C. parapsilosis es un patógeno oportunista exógeno que puede ser encontrado en 
la piel y en superficies mucosas. Las células de C. parapsilosis pueden presentar formas 
ovaladas, redondas o con disposición cilíndrica, con un tamaño que oscila entre 2.5-4 x 
2.5-9 µm. Las colonias típicas son de color blanco, cremoso y de aspecto brillante, 
mientras que el borde puede ser liso o rugoso. (Trofa et al, 2008).  
A diferencia de C. albicans, C. parapsilosis no forma hifas verdaderas, pero si puede 
realizar una transición dimórfica de levadura a pseudohifa. Por lo que es posible 
encontrarla en ambas fases (Butler et al, 2009). Estas pseudohifas se encuentran 
vinculadas a un conjunto específico de aminoácidos, particularmente citrulina, 
producido a partir de L-ornitina y carbamoil-fosfato en la ruta de biosíntesis de arginina 
(Inglis et al. 2012), la cual origina cambios importantes en la morfología celular y 
colonial del microorganismo (Kim et al. 2006; Treviño et al, 2012). Debido a esto se 
han observado diferentes morfotipos (figura 1); la morfología celular crepé (a), 
concéntrica (b), lisa (c) y cráter (d).  
! 5!
!
Figura 1. Diferencias morfológicas coloniales obtenidas a partir de aislados clínico de Candida 
parapsilosis. Estos fenotipos están relacionados con la morfogenia de la levadura, mientras que los 
fenotipos crepé (a) y concéntrico (b) están compuestos principalmente por pseudohifas, los fenotipos 
cráter (d) y lisa (c) lo están por levaduras (Laffey y Butler, 2005). 
 
Respecto a las condiciones de cultivo, C. parapsilosis presenta requerimientos nutritivos 
relativamente simples, pudiendo crecer sobre un sustrato mineral que contenga fuente de 
carbono (glucosa u otros azúcares), nitrógeno (sales de amonio), fosfato, azufre y 
algunos cationes divalentes, pero en cambio es incapaz de asimilar y fermentar la lactosa 
(Silva et al, 2011).  
2.3 Historia taxonómica 
 
En 1928, Ashford realizó el primer aislamiento de C. parapsilosis a partir de las 
heces de un paciente con diarrea en Puerto Rico, siendo nombrada originalmente como  
Monilia parapsilosis y descrita como una especie incapaz de asimilar la maltosa (Trofa 
et al, 2008). No había sido considerado como patógeno, hasta 1940 cuando fue 
identificada como agente etiológico de un caso fatal de endocarditis en un consumidor 
de drogas intravenosas (Joachim y Polayes, 1940). 
En 1987, Scherer y Stevens propusieron la aplicación de la técnica molecular RFLP para 
el análisis de variabilidad genética en aislamientos clínicos de C. parapsilosis. En sus 
estudios descubrieron tres distintos patrones de restricción no reportados previamente en 
la literatura médica, con lo cual se sugirió que C. parapsilosis poseía una elevada 
variabilidad genética.  
Posteriormente, en 1992, Lehmann y colaboradores utilizando la técnica de “DNA 
Aleatoriamente Amplificado” (RAPD, por sus siglas en inglés), encontraron tres 
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distintos patrones de bandeo en aislamientos de C. parapsilosis, los cuales fueron 
clasificados dentro de tres diferentes grupos bajo la misma especie (C. parapsilosis 
grupo I, C. parapsilosis grupo II y C. parapsilosis grupo III).  
En 1998, Roy y Meyer se apoyaron en estudios de homología del DNA y en base 
patrones de restricción, confirmaron la existencia de tres distintos genotipos de  
C. parapsilosis pobremente relacionados a nivel de especie, apoyando con esto su 
división temprana en tres especies filogenéticamente independientes. 
Finalmente en el 2005 hubo una reclasificación, ya que este complejo fenotípicamente 
idéntico, posee diferencias genotípicas entre los aislamientos. De tal forma  
C. parapsilosis grupo I, mantiene el nombre de C. parapsilosis (también llamado  
C. parapsilosis sensu stricto) mientras que los aislamientos del grupo II y III constituyen 
las nuevas especies C. orthopsisis y C.metapsilosis (Tavanti et al, 2005).  
Tavanti se basó en la comparación de las secuencia del ITS1 de los tres grupos de  
C. parapsilosis con la de otras 15 especies de Candida y Saccharomyces cerevisiae. 
Ellos reportaron que C. parapsilosis grupo II y C. parapsilosis grupo III se encontraban 
más relacionadas filogenéticamente entre ellos que con respecto a C. parapsilosis grupo 
I, y así mismo que la distancia filogenética que separaba a C. dubliniensis de C. albicans 
es la misma que separaba los tres grupos de C. parapsilosis.  
2.4 Candida parapsilosis como patógeno emergente 
 
C. parapsilosis se encuentra como comensal de la piel humana, razón por la que 
se encuentra asociada a una amplia gama de entidades clínicas, desde infecciones 
superficiales hasta infecciones sistémicas que pueden llegar a comprometer la vida del 
paciente. 
Su papel como patógeno emergente surge una década después del surgimiento del 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 1980. Tras su aparición se ocasionó 
la emergencia y reemergencia de una gran cantidad de enfermedades, observándose un 
incremento en infecciones causadas por hongos oportunistas como Candida spp., 
Cryptococcus neoformans y Aspergillus spp. (McNeil et al, 2001). 
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Durante esta misma década, C. albicans fue considerada el principal agente causal de la 
candidiasis invasiva, manifestación que se caracteriza por la presencia de levaduras del 
género Candida en sangre y a su posterior diseminación a otros órganos (candidiasis 
diseminada) siendo responsable de una variedad de enfermedades oportunistas graves, 
que incluyen endocarditis, meningitis, endoftalmitis, entre otras (Bonifaz, 2012). 
Para 1990, C. albicans que presentaba un alta incidencia del 70%, disminuyó cerca del 
50%. Lo que representó un cambio epidemiológico hacia un conjunto de especies 
denominadas Candida no-albicans, entra las cuales se encuentran C. dubliniensis,  
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei.  
Este cambio en la distribución de las especies fue en gran medida al abuso de 
antimicóticos, siendo estas especies no-albicans más resistentes a los antifúngicos 
convencionales que la misma  C. albicans (Pfaller et al, 2007).  
Por otra parte, otro factor que se debe tomar mucho en cuenta es que los métodos de 
identificación de microorganismos y particularmente de especies del género Candida 
han mejorado en años recientes, un ejemplo clave fue el correcto discernimiento de  
C. dubliniensis, especie que era identificada como C. albicans hasta 1995; tras 
diferencias fenotípicas en la formación de clamidosporas así como en perfiles de 
asimilación de carbohidratos, se obtuvo suficiente evidencia genómica adicional para 
separar a ambas especies después de la obtención de diferentes patrones de bandeo 
mediante análisis DNA fingerprinting (Haynes, 2001; Sullivan et al. 1995). 
En el 2007, la candidiasis invasiva se convirtió en un importante problema de salud 
pública debido a las altas tasas de mortalidad, alcanzado cifras de hasta el 78%, 
representado C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. parapsilosis en conjunto 
alrededor del 95% de agentes causales de candidiasis invasiva; de estos C. albicans y  
C. glabrata se relacionan ampliamente con infecciones urogenitales, C. parapsilosis es 
un problema particular en receptores de trasplantes, neonatos y pacientes que reciben 
nutrición parental, mientras que las infecciones por C. tropicalis son asociadas más 
comúnmente con la neutropenia. Otras especies incluyendo C. krusei, C. lusitaniae y C. 
guillermondii representan cerca del 5% de la candidiasis invasiva (Pfaller y Diekma, 
2007). 
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Trofa y colaboradores (2008) reportaron el posicionamiento de C. albicans como el 
principal agente causal de la mayor parte de las fungemias alrededor del mundo, con un 
49.8% de aislamiento, encontrándose precedida por C. parapsilosis con un 19% (Pfaller 
y Diekma, 2007). 
En latinoamérica la frecuencia de ese serio problema debido a C. parapsilosis se 
incremento, principalmente en Brazil y México (Colombo et al, 1999, 2006; González et 
al, 2008; Morales-Mendoza et al, 2013). 
En el 2008, se reportó que C. parapsilosis es el principal agente causal de la candidiasis 
invasiava en Monterrey, Nuevo León, con una incidencia del 37.9%, precedida por  
C. albicans y C. tropicalis con un 31.9% y 14.8% de incidencia respectivamente 
(Treviño Rangel et al, 2012). 
En el 2013, el Hospital General Dr. Manuel González, en el cd. de México,  presenta que 
C. parapsilosis fue la especie más aislada con un 59%, a partir de pacientes con 
candidiasis invasiva, seguida de Candida spp (18%), C. albicans (9%) y C. glabrata 
(13.6%) (Morales et al, 2013). . 
C. parapsilosis también se encuentra como patógeno recurrente en otras manifestaciones 
de la candidiasis, como ya se mencionó anteriormente al ser parte de la microflora 
normal de la piel humana, puede ocasionar lesiones superficiales en uñas, piel y mucosas 
(Dizbay et al, 2010; Clark et al, 2004; Barchiesi et al, 2004). 
En el laboratorio de Micología y fitopatología (LMYF) se realizó un estudio en 
pacientes diabéticos con candidiasis bucal, donde la incidencia de C. parapsilosis fue del 
87% en pacientes no controlados (Garza Zaragoza et al, 2012). 
Por otra parte, las infecciones vaginales no suelen ser tan comunes, C. albicans se 
encuentra asociada con el 85% al 95% de los casos, sin embargo la infecciones 
producidas por C. parapsilosis tienden a comprometer seriamente a las pacientes debido 
a la secreción de proteínasas aspárticas (Agatensi et al, 1991), que son enzimas capaces 
de lisar la mucosa normal del tracto vaginal (De Bernardis et al, 1989). Las infecciones 
urinarias cada vez son más frecuentes, han aumentado en los últimos años debido al uso 
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de sistemas de drenaje urinario en pacientes nosocomiales, ya que el microorganismo 
suele adherirse y formar biofpelículas a la superficie de los mismos; un factor 
determinante en la colonización e infección (Camacho et al, 2007; Tamura et al, 2003). 
C. parapsilosis es conocida por su habilidad para formar biopelículas en catéteres y 
otros dispositivos de implantes, presenta una alta diseminación nosocomial debida a la 
mala higiene de manos, así como a la elevada persistencia en ambientes hospitalarios.   
El aumento de las infecciones debidas a C. parapsilosis se ha atribuido a una amplia 
variedad de factores de riesgo incluso a la capacidad selectiva del microorganismo para 
crecer en soluciones ricas de glucosa, empleadas para la nutrición vía parental en 
hospitales, por lo que pacientes inmunocomprometidos, como afectados de SIDA y 
pacientes nosocomiales, especialmente los sometidos a una cirugía extensiva del tracto 
gastrointestinal, presentan un riesgo elevado de candidiasis por C. parapsilosis.   
No obstante, la población más sensible a sufrir infecciones nosocomiales por dicha 
levadura, son los neonatos con muy bajo peso al nacer, donde frecuentemente se asocia 
con la mortalidad de los mismos (Shin et al, 2002; Wisplinhoff et al, 2004; Trofa et al, 
2008; Van Asbeck et al, 2009).  
2.5 Características genómicas   
 
La comparación de genomas ha permitido la observación de las variaciones que 
existen en la composición y el tamaño de los genomas pertenecientes al género Candida 
(Tabla 5). El tamaño del genoma varía desde 12.2 hasta 27.56 Mb. El contenido de 
Guanina-Citosina (GC) varía de 33% a 44.5%. A pesar del tamaño del genoma y la 
variación fenotípica entre las especies, los números predichos de genes codificantes de 
proteínas son muy similares y van desde 5,733 a 6,658 genes, a excepción de C. albicans 
SC5314 que presenta 14, 217. Incluso las pequeñas diferencias en el número de genes no 
se correlacionan con el tamaño del genoma.  
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Tabla 1. Características de los genómas de especies pertenecientes al clado CTG, 
incluyendo Candida glabrata (candidagenome.org; Butler et al, 2009). 
Organismo Genoma 
(Size) 
Cromosomas GC% Genes Proteínas 
Candida albicans SC5314 27.56 8 33.4 14,217 14,217 
Candida albicans WO-1 14.47 8 33.5 6101 5752 
Candida dublinensis 14.6 8 33.2 6095 5860 
D. hansenii 12.2 7 36.3 6658 6290 
Candida glabrata 12.24 13 38.6 5499 5312 
Candida parapsilosis 13.08 8 38.7 5733 ¿? 
Candida orthopsilosis 12.66 8 37.6% 5787 5678 
L. elongisporus 15.55 - 37.0 5908 5799 
C. tropicalis 14.5 8 33.1 6441 6254 
C. guillermondii 10.6 - 43.8 6062 5920 
C. lusitanie 12.1 - 44.5 6153 5936 
 
Butler y colaboradores (2009) propusieron el árbol evolutivo de Candida spp. y otros 
hongos filogenéticamente más cercanos, tales como Lodderomyces elongisporus, 
Debaryomyces hansenii y nueve especies relacionadas con Saccharomyces sp. Este 
estudio cuya finalidad fue determinar las características genéticas subyacentes, su 
diversidad de la biología y la patogénesis, se basó en las divergencias encontradas en el 
análisis del gen de la subunidad nuclear pequeña (18S) del DNAr.  
Los resultados indicaron la presencia de dos grupos: por un lado el clado CTG, que 
incluye levaduras en las que el codón CTG inusualmente codifica para serina en lugar de 
leucina  (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillermondii y 
C. lusitaniae) y por otro el clado WGD, que abarca levaduras que han sufrido una 
duplicación de su genomas (Saccharomyces spp. Kluyveromices spp. y C. glabrata) 
(Figura 2) (Santos et al, 1995; Butler et al, 2009).  
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Figura 2. Árbol filogenético de Candida spp. y el clado Saccharomyces (Butler et al, 2009). 
 
Uno de los más interesantes hechos que se han estudiado en el genoma de C. albicans es 
la ocurrencia de rearreglos numéricos y estructurales cromosomales, como medio de 
generar diversidad genética (Butler G et al, 2009). 
Los cambios genéticos pueden ser sutiles debido a mutaciones, inserciones o deleciones 
de nucleótidos individuales, o bien severamente drásticos como la duplicación o pérdida 
de segmentos cromosómicos, cromosomas enteros o genomas completos. 
Los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) representan a las variantes genéticas 
más comúnmente encontradas en diferentes genomas de una misma especie. Debido a su 
amplia distribución, estos polimorfismos se localizan en cualquier parte de la estructura 
de los genes y el genoma.  Butler y colaboradores (2009) encontraron diferentes tasas de 
SNPs en dos cepas de C. albicans, para la cepa WO-1 se detectó la presencia de 36925 
SNPs en WO-1 (1 SNP cada 330-390 pb) y 43665 SNPs se encuentra dentro SC5314 (1 
SNP cada 330 pb). Para otros genomas diploides, como C. tropicalis, C. parapsilosis y 
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su pariente cercano L. elongisporus; se identificaron 24.756 SNPs (1 SNP / 589 pb), 842 
(1 SNP cada 15.553 pb) y 72.820 SNPs (1 SNP cada 213 pb), respectivamente.  
Los reordenamientos en el genoma de un organismo pueden ser posibles debido a la 
presencia de elementos móviles y a su capacidad para saltar, unir e interrumpir 
secuencias de DNA, propiciando la adquisición de nuevas funciones y así como a la 
pérdida de otras.  
 Las diferencias resultantes teniendo en cuenta el comportamiento y la organización del 
cromosoma puede reducir algunas capacidades en subpoblaciones o dá como resultado 
la emergencia de nuevas especies.  
Cuando comparamos diversas especies de este género podemos observar claras 
similitudes en su composición y organización genómica. Una gran cantidad de genes 
conocidos identificados como ortólogos mantienen la similitud de secuencia e inclusive 
de función en diferentes especies.  
Se dice que los genes ortólogos se generan mediante eventos de especiación, mientras 
que los genes homólogos conocido como parálogos (dos copias del mismo gen en el 
mismo genoma) se generan por duplicación de genomas o de regiones específicas. 
Estos eventos dan lugar a un sinnúmero de copias de genes que le confieren una gran 
plasticidad metabólica en estas levaduras que, lejos de representar un peligro para los 
organismos, les aporta la capacidad de adaptación a cambios en el medio ambiente; por 
lo tanto los eventos de inversión, translocación, duplicación, inserciones intraespecíficas, 
así como la introducción de material genético externo en el genoma de un organismo 
podría aumentar la posibilidad de adaptación del organismo para continuar su 
subsistencia.  
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2.5.1 Homología entre C. albicans y C. dubliniensis 
 
Candida dubliniensis es el pariente más cercano de C. albicans, pero  
C. dubliniensis es significativamente menos adaptable a ambientes desfavorables que  
C. albicans (McManus y Coleman, 2014).  
El estudio de la disposición de los genomas de ambas levaduras, ha permitido identificar 
los genes que están ausentes o divergen entre estas dos especies. Aunque en la mayoría 
de los casos, los genes de ambas especies son tan similares que se podría inferir su 
homología, ya que en ocasiones presentan valores de aproximadamente 90% de 
identidad mientras que algunos genes altamente conservados muestran hasta 98% de 
identidad (Sullivan et al, 2005).   
Por otro lado, C. dubliniensis ha sufrido la pérdida de genes significativos y presenta una 
gran cantidad de pseudogenes, mientras que las familias de genes en C. albicans han 
sido ampliadas, lo cual es considerado importante en su virulencia (McManus, 2008).  
 
A manera global Jackson et al, 2009, a travéz de la comparación de genomas completos 
observaron eventos de translocaciones cromosómicas en C. dubliniensis y  
C. albicans. Esta reestructuración en el genoma de una de estas levaduras, pudo ser uno 
de los factores o eventos que ocurrieron durante la  especiación de estas dos levaduras a 
partir de su posible ancestro común.   
El genoma de C. albicans es altamente plástico y sus aislados clínicos muestran una gran 
variabilidad en su cariotipo (Chibana et al, 2000). Reordenamientos cromosómicos se 
toleran muy bien en C. albicans y con frecuencia se producen en respuesta al estrés, 
tales como choque térmico, las interacciones huésped-patógeno y la presencia de 
medicamentos antifúngicos (Selmecki et al, 2006; Bouchonville et al, 2009 y Fourche et 
al, 2010). 
2.5.2 Complejo parapsilosis 
  
Con el fin de distinguir entre las tres especies, Tavanti et al, (2007) han 
propuesto el análisis de polimorfismo de restricción del gen de la SADH, que codifica 
una deshidrogenasa de alcohol secundario y es común a las tres especies:  
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C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis. Todas las especies del complejo 
parapsilosis son miembros del clado CTG y a pesar de la secuenciación del genoma de 
C. parapsilosis en el 2009 y de C. orthopsilosis en el 2012, los análisis moleculares 
siguen siendo limitados.  
Tras la comparación de ambos genomas se encontró que ambas especies difieren por un 
mínimo de 7 eventos de translocación recíproca. Además, de un total de 397 secuencias 
invertidas, incluyendo 240 pequeñas inversiones en un gen pequeño y 157 casos que 
involucran grandes inversiones en más de un gen  (Riccombeni et al, 2012).  
El eje horizontal representa los 8 cromosomas de C. parapsilosis, ordenados por tamaño; 
el eje vertical de igual manera, muestra los 8 cromosomas de C. orthopsilosis. El 
alineamiento de secuencias entre las dos especies está representado en negro si éstas se 
encuentran en la misma dirección, y en rojo si están en dirección opuesta (Figura 3). 
!
Figura 3. Comparación genómica de C. parapsilosis y C.orthopsilosis mediante Dot blot  
(Riccombeni et al, 2012)  
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Asimismo, en este mismo estudio se identificaron 5.700 genes codificadores de 
proteínas en  C. orthopsilosis , de los cuales 5570 tienen un ortólogo 
en C. parapsilosis. Estimándose que la relación filogénetica 
entre C.orthopsilosis y C. parapsilosis  es dos veces más grande como la que existe 
entre Candida albicans y Candida dubliniensis (Figura 4). 
 
!
Figura 4. Árbol filogenético del complejo parapsilosis y Candida spp. Relación filogenética entre 7 
especies a partir de 1334 proteínas homologas (Riccombeni et al, 2012). 
 
2.6 Factores de virulencia 
 
Durante años se han realizado diversas investigaciones para descifrar la 
patogénesis en C. albicans, sin embargo se conoce relativamente poco sobre la base 
genética de los factores de virulencia que le permiten a C. parapsilosis causar 
enfermedad. En particular, tanto la adhesión a las células hospederas como la 
formación de biopelículas permiten la invasión a tejidos, la resistencia a antifúngicos, al 
igual que el daño a células y a moléculas especializadas del sistema inmune. Así mismo, 
la secreción de enzimas hidrolíticas como proteasas, lipasas y fosfolipasas, juegan un 
papel crucial durante la infección, ya que estas enzimas pueden digerir o distorsionar las 
membranas celulares, facilitando la adhesión e invasión a tejidos por parte de la levadura 
(Singaravelu et al, 2014). 
! 16!
2.6.1 Adhesinas  
 
Una característica de Candida albicans que se correlaciona de forma positiva con 
su patogenicidad es la capacidad adherente a las células del huésped.  
Las cepas adherentes de C. albicans son más patógenas que las que tienen un fenotipo 
menos adherente.   
Una adhesina se define como una proteína que promueve la adherencia de Candida a las 
células del hospedero o bien, a sus ligandos específicos. Por lo tanto la colonización e 
infección por Candida spp. depende de la habilidad de adhesión. Se han descrito 
adhesinas de C. albicans que se unen a varias proteínas de la matriz extracelular de las 
células de mamífero, como fibronectina, laminina, fibrinógeno y colágeno tipo I y IV 
(Chaffin, 1998; Sturtevant y Calderone, 1997; Hostetter, 1994). Existen diferentes tipos 
de adhesinas en Candida, que pueden ser codificadas por diferentes genes como: Als, 
Hwp1p, Int1p y Mnt1p. 
2.6.1.1 Familia génica Als  
 
Los genes de la familia Als de sus siglas en inglés (Alpha-agglutinin-like 
sequence o adehsinas) se describieron primero en C. albicans y esta familia incluye al 
menos, nueve genes.   
Cada gen Als tiene una estructura similar de tres dominios, que incluyen un dominio 5’ 
de 1299 a 1308 pb, que es similar en 55 a 90% entre los componentes de la familia, un 
dominio central con un número variable de secuencias repetidas de 108 pb y un dominio 
3’ que tiene una longitud relativamente variable entre los genes de esta familia (Hoyer, 
2001) (Figura 5).  
!
Figura 5. Esquema de la estructura del gen de la ALS. (Hoyer, 2001) 
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El dominio de repetición variable incluye una secuencia interna de cinco aminoácidos: 
Valina-Alanina-Serina-Ácido glutámico-Serina (VASES). Los genes Als están 
regulados diferencialmente en C. albicans por condiciones fisiológicas relevantes como 
cambios en el medio de cultivo (Als1), morfología (Als3/Als8) y fase de crecimiento 
(Hoyer, 1995; Hoyer, 1998).  
Desde su caracterización inicial se notó que el producto traducido del gen Als1 comparte 
una secuencia con la glucoproteína de adhesión a superficies celulares llamada  
aglutinina, codificada por Saccharomyces cerevisiae (AGb1). Dicha molécula se 
requiere para el reconocimiento célula-célula.   
Mediante mapas físicos se han demostrado la presencia de genes ALS localizados en 3 
de 8 cromosomas de C. albicans (Hoyer y Hecht, 2001; 2000; Hoyer et al., 1998; 1995), 
así mismo estos genes codificadores de adhesinas también se han reportado en otras 
especies como lo son C.dubliniensis, C. tropicalis y C. parapsilosis (Tabla 2).   
Tabla 2. Genes ALS reportados en la literatura de algunas especies del género Candida. 
(Hoyer, 2001). 
Familia génica C. albicans C.dubliniensis C. tropicalis C.parapsilosis 
 
Adhesinas 
ALS 
8 miembos 
-ALS1, ALS2, ALS4, 
ALS5 y ALS9 en 
cromosoma 6 
-ALS6 y ALS7 en 
cromosoma 3 -ALS 3 en 
cromosoma R 
8 miembros 
(AlS1-7 y 9) 
3 secuencias 
reportadas. 
 
2 miembros 
ALS1 Y ALS3 
 
2.6.1.2 Formación de biopelículas  
 
La formación de biopelículas de C. albicans se distingue por la adhesión inicial 
de las células de levadura, seguida por la germinación y formación de microcolonias, 
filamentación, desarrollo de monocapa, proliferación y maduración. 
Las biopelículas son comunidades de microorganismos asociadas a superficies dentro de 
una matriz extracelular y son el tipo más prevalente de crecimiento microbiano (Baillie y 
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Douglas, 1999). La formación de biopelículas es un importante factor de virulencia para 
varias especies de Candida, ya que limita la penetración de antifúngicos, confiriendo 
resistencia significativa a la terapia, además de protección frente a la respuesta inmune 
del hospedero.  
La resistencia clínica se define como la persistencia o progresión de una infección, a 
pesar del tratamiento antimicrobiano apropiado. La resistencia a antifúngicos por 
biopelículas de Candida se demostró por primera vez en 1995, en ensayos de catéteres 
(Hawser y Douglas, 1995). Aunque las biopelículas de C. albicans y C. parapsilosis son 
claramente resistentes a los nuevos triazoles (voriconazol y ravuconazol), hay reportes 
de actividad antibiopelículas de formulaciones con lípidos de anfotericina B y dos 
equinocandinas, la micafungina y la caspofungina (inhibe la síntesis de b1,3 glucano, 
principal componente estructural de las paredes celulares de Candida)  
(Trofa et al, 2008). 
En 2005 Song y colaboradores reportaron que C. parapsilosis sensu stricto era la única 
especie del complejo capaz de producir biopelículas. Sin embargo, Lattif y 
colaboradores en el 2010 reportaron que C. orthopsilosis y C. metapsilosis también eran 
capaces de producirlas.  
2.6.2 Proteasas  
 
Las aspartil proteinasas (Saps) pertenecen a la familia A1 de las peptidasas. Esta 
familia comprende proteínas cuya molécula es una sola cadena que forma dos dominios 
con diferentes secuencias de aminoácidos, pero con plegamientos similares. El sitio 
catalítico de estas enzimas (Figura 6) está formado por la unión de dominios y contiene 
2 residuos de ácido aspártico, uno en cada dominio, Asp 32 y Asp 215 (Andreeva y 
Rumsh, 2001).  
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Figura 6. Sitio catalítico y región circundante de pepsina (aspartil proteinasas) 
(Andreeva y Rumsh, 2001). 
 
La secreción de aspartil-proteasas facilita la colonización e invasión de los tejidos del 
hospedador por ruptura de las membranas y degradación de importantes proteínas 
inmunológicas, como la cadena pesada de la inmunoglobulina G, la α- 2 
macroglobulina, colágeno y fibronectina (Baillie et al, 1998). 
2.6.2.1 Familia génica SAP 
 
               En C. albicans, la secreción de esta enzima es un determinante de virulencia 
importante y se han identificado 10 genes codificantes a SAPs (SAP1-SAP10). Además 
se ha demostrado su presencia en C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis y  
C. othopsilosis (Tabla 3).  
Tabla 3. Genes SAP reportados en la literatura de algunas especies del género Candida  
(Naglik et al, 2003; Horváth et al, 2012). 
Familia génica C. albicans C.dubliniensis C. tropicalis C.parapsilosis C.orthopsilosis 
SAP 
(Aspartil-proteasa) 
10 miembros 
(SAP1-SAP10) 
8 miembros 
(SAP1-SAP8) 
4 miembros 
(SAP1-4) 
SAPP1, SAPP2  
SAPP3 
(SAPP1a y 
SAPP1b) 
SAP7,SAP8, 
SAP9 Y SAP10 
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Basándose en secuencas aminoacidicas, las aspartil-proteasas de C. albicans formar!
3! subgrupos! de! familias: Sap1-3, Sap4-6 que están estrechamente agrupadas y Sap9-
Sap10,  Sap8 que están remotamente relacionados con los tres grupos, mientras que 
Sap7 tiene poca relación (Naglik et al, 2003; Sther et al, 2000)  (Figura 7). 
!
Figura 7. Dendograma de la familia proteíca aspartil-proteinasa en C. albicans (Naglik et al, 2003). 
 
El gen codificante para proteinasas con mayores niveles de expresión en C. albicans es 
SAP2, dicho gen está regulado por un mecanismo de retroalimentación positiva, es 
decir, la acumulación de péptidos resultantes de la proteólisis de proteínas; SAP1 Y 
SAP3, son expresados diferencialmente in vitro cuando C. albicans presenta switching 
fenotípico, lo que le permite adaptarse a distintos ambientes durante el curso de 
infección in vitro especialmente en respuesta a estrés.    
Por otra parte SAP4-6 son expresadas casi exclusivamente durante la formación de hifas 
a valores de pH neutros, mientras que in vitro SAP8 está regulada por la temperatura, ya 
que su expresión es mayor a 30°C que a 37 °C, lo que sugiere que este gen podría 
expresarse prefencialmente durante infecciones superficiales (piel). Sin embargo, esto no 
es un indicador confiable de su función, de hecho, SAP8 es expresado eficientemente a 
temperaturas fisiológicas durante infecciones humanas y animales.   
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En contraste Sap9 y Sap10 están asociadas a procesos regulatorios en la superficie 
celular que son fundamentales para la máxima patogenicidad durante la interacción con 
tejidos epiteliales (Naglik et al, 2004). 
Se han caracterizado 3 genes SAP en C. parapsilosis (SAPP1-SAPP3), pero se han 
encontrado 14 secuencias que podrían estar codificando la secreción de aspartil-proteasa 
(Parra-Ortega et al, 2009).  
Recientemente se analizó la virulencia de SAPP1 de Candida parapsilosis, los análisis  
in silico  de la secuencia SAPP1 revelaron la presencia de dos secuencias génicas 
idénticas en el genoma de C. parapsilosis siendo definidos como SAPP1a y SAPP1b.  
Estas dos regiones duplicadas de 2871 pares de bases (pb) presentan un marco de lectura 
abierto completo de SAPP1 (1206 bp), se identificaron a una distancia de 32 pares de 
kilobases (kb) uno del otro (Horváth et al, 2012). 
2.6.3 Lipasas 
 
  Las lipasas extracelulares microbianas son factores de virulencia en una amplia 
gama de bacterias y hongos; catalizan la hidrólisis y la síntesis de triglicéridos y se 
caracterizan por su estabilidad a altas temperaturas y frente a disolventes orgánicos, así 
como a la resistencia a la proteólisis (Crump y Collignos, 2000). 
2.6.3.1 Familia génica LIP  
           Hasta la fecha, 10 genes de lipasas se han identificado en C. albicans, (Hube B et. 
al, 2000)  y de los cuales sólo LIP8 tiene importancia en la virulencia de dicha levadura, 
ya que al suprimir la expresión de LIP8, puede afectar significativamente la virulencia 
(Gacser A et. al, 2007) (Tabla 4).  
Sólo dos genes de lipasa se han reportado en C. parapsilosis: LIP1 y LIP2, de los cuales 
sólo este último ha sido demostrado que codifica para una proteína activa (Brunel et al, 
2004; Neugnot et al, 2002). 
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Tabla 4. Genes LIP reportados en la literatura de algunas especies del género Candida 
(Hube et al, 2000; Neugnot et al, 2002; Brunel et al, 2004; Gacser et al, 2007). 
Familia génica C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
LIP 
(Lipasas) 
10 miembros 
(LIP1-10) 
2 miembros 
CpLIP1  
y CpLIP2 
No reportados 
 
2.6.4 Fosfolipasas  
             Las fosfolipasas son enzimas capaces de hidrolizar una o más de las uniones 
éster de los glicerofosfolípidos. La función de las fosfolipasas durante la infección aún 
no se conoce bien, aunque se cree que interviene en la destrucción de membranas 
(Ghannoum, 2000). 
La actividad de las fosfolipasas se ha implicado en la virulencia de C. albicans en varios 
sistemas experimentales. Las fosfolipasas se han asociado a virulencia en modelos 
murinos de infección, adhesión a células epiteliales, penetración en células del 
hospedador e invasión de epitelio oral humano reconstituido (Calderone y Fonzi, 2003). 
El papel de las fosfolipasas en C. parapsilosis durante el proceso infeccioso aún no se 
comprende del todo, aunque se hipotetiza que se encuentran involucradas en la ruptura 
de las membranas de las células del hospedero. (Calderone y Fonzi, 2003). 
2.6.4.1Familia génica PLB  
             Se han identificado cuatro multifamilias génicas de fosfolipasas (PLA, PLB, 
PLC y PLD), de las cuales sólo la PLB ha demostrado ser necesaria para la virulencia en 
modelo animal de candidiasis. PLB posee una familia génica de 5 integrantes (PLB1-5) 
(Tabla 5). 
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Tabla 5. Genes PLB reportados en la literatura de algunas especies del género Candida  
(Ghannoum, 2000). 
Familia génica C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
PLB 
(Fosfolipasas B) 
5 miembros 
(PLB1-5) 
PLB1 Y PLB2 No reportados 
2.7 Identificación molecular 
 
La identificación microbiológica de levaduras se lleva a cabo atendiendo criterios 
morfológicos, bioquímicos y fisiológicos como el auxonograma, zimograma, producción 
de ureasa, obtención de clamisdosporas y formación de tubos germinativos. Si bien estos 
son métodos convencionales, involucran una serie de etapas que consumen varios días 
de trabajo para la identificación de la cepa, además de poder dar falsos resultados 
positivos (Bonifaz, 2012). Existen medios diferenciales con sustratos cromogénicos 
útiles para la identificación de Candida spp. El fundamento de los mismos se basa en la 
detección de determinadas actividades enzimáticas mediante hidrólisis específicas de un 
sustrato cromogénico en presencia de un indicador de determinadas especies como  
C. albicans dá una coloración verde mientras que C. tropicalis dá lugar a una coloración 
azul. (Ruiz-Aragón, 2003).   
A diferencia de estas especies, la identificación de C. parapsilosis puede ser complicada, 
ya que puede generar diferentes coloraciones que van desde el blanco al rosa-lavanda, 
debido a la mezcla de la coloración natural de la colonia y al pigmento resultante de su 
actividad enzimática. Esta técnica no es capaz de diferenciar bien entre los mismos 
miembros del complejo parapsilosis y otras especies como lo son C. guillermondi,  
C. lusitanea y C. glabrata.  
Debido a su especificidad y sensibilidad, la PCR es un método atractivo para la 
detección de diversos organismos. La PCR es un método de gran alcance con 
aplicaciones generalizadas en el campo de la Biología molecular. Esta reacción 
enzimática in vitro permite la amplificación exponencial de fragmentos específicos de 
ADN. Cualquier secuencia de ácido nucleico puede ser clonada, analizada o modificada 
e incluso secuencias extrañas pueden ser detectados mediante la amplificación por PCR 
(Saiki et al., 1985; Mullis y Faloona, 1987).  
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Desde su desarrollo en 1985, la PCR ha facilitado en gran medida los estudios genéticos 
en todos los organismos debido a su especificidad, sensibilidad y la velocidad de esta 
tecnología, que a lo largo del tiempo ha conducido al desarrollo de diversos métodos 
para el análisis de variabilidad genética y a la identificación de marcadores genéticos.  
Una de las primeras aplicaciones de la PCR en micología fue descrita en 1990 por White 
et al. y se refiere a la amplificación y secuenciación directa de rDNA para establecer la 
taxonómica y filogenética de los hongos. Las secuencias de rDNA son utilizadas a 
menudo ya que se encuentran universalmente en las células vivas. Estas secuencias 
contienen regiones variables y conservadas, lo que permite la comparación y la 
discriminación de organismos de diferentes niveles taxonómicos. El rDNA nuclear en 
los hongos es organizado como una unidad de rDNA que se repite en tándem. Una 
unidad incluye tres genes rRNA: 18S, 5.8S 28S. En una unidad (Figura 8), los genes 
están separados por dos espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2).  
Los ITS1 e ITS2, son regiones no conservadas que separan los genes ribosomales 18S, 
5.8S y 28S, las cuales se encuentran altamente conservadas. El desarrollo de la PCR y el 
diseño de primers para la amplificación de las diversas regiones de rDNA ha facilitado 
considerablemente los estudios taxonómicos de hongos (White et al, 1990). Estos 
primers universales fueron diseñados a partir de regiones conservadas, lo que permite la 
amplificación del fragmento de flanco en la mayoría de los hongos y por lo que se han 
utilizado para investigar caracteristicas taxonómicas y filogenéticas entre especies del 
mismo género.  
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Figura 8. Ubicación de los ITS . Espaciadores transcritos internos en el complejo de genes ribosomales. 
La región del DNA que codifica para los ribosomas es una única secuencia que se encuentra repetida 
varias veces una después de otra (en tándem). En esta secuencia repetitiva se pueden encontrar los genes 
que codifican las subunidades ribosomales 18S, 5.8S y 28S, los cuales se encuentran separados entre sí 
por los espaciadores transcritos internos 1 y 2 (ITS1 e ITS2). Además se encuentra el gen que codifica 
para la subunidad ribosomal 5S, el cual se encuentra rodeado por los espaciadores intergénicos 1 y 2 
(IGS1 e IGS2) Vilgalys lab, DukeUniversity (www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm).  
Otro método molecular muy utilizado para identificación de microorganismos es 
el Polimorfismo de Longitud en los fragmentos de Restricción del rDNA/rRNA (RFLP), 
que consiste en la diferenciación de los mismos mediante el análisis de los patrones de 
corte que se generan en sitios específicos del genoma, cuando es reconocido por enzimas 
de restricción. En el PCR-RFLP, se amplifican fragmentos específicos de DNA por PCR 
y luego son tratados con endonucleasas de restricción para obtener los patrones 
específicos. Las diferencias en las secuencias nucleotídicas de las diferentes especies 
darán lugar a fragmentos de distintos tamaños que son examinados por electroforesis 
(Orberá-Ratón, 2004).  
En el 2011, Chang-Chang y colaboradores emplearon un método de PCR múltiple para 
la identificación de las levaduras más importantes clínicamente en cultivos aislados en 
sangre. El método consistía en la amplificación de la región ITS1 entre los genes rRNA 
18S y 5.8S por los oligonucleótidos ITS1 e ITS2, además de un par de oligonucleótidos 
específicos para C. albicans (CA3 y CA4). El resultado arrojó dos bandas, comparadas 
el resto de las especies que sólo amplifican una banda. La sensibilidad del método fue de 
96.9% y la identificación de las especies pudo realizarse en alrededor de 8 horas.  
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Mirhendi y colaboradores en el 2006 publicaron un trabajo de identificación de 
seis especies de Candida médicamente importantes, por medio de PCR-RFLP, en donde 
identificaron 137 aislamientos clínicos.   
El patrón de RFLP producido por cada especie de Candida fue completamente 
específico por lo que es poco probable que alguna de las especies examinadas pueda ser 
identificada erróneamente.  
En otro reporte de uso de técnicas moleculares, Ayatollahi y colaboradores (2007) 
utilizaron la PCR con el uso de los oligonucleótidos universales ITS1 e ITS4 y la enzima 
MspI como enzima de restricción para la digestión de esta región de tal manera que 
pudieron identificar las especies C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis y  
C. guillermondii. Las muestras que colectaron provenían de aislamientos clínicos de 
pacientes con vaginitis. De las 27 muestras examinadas, 22 fueron identificadas como  
C. albicans, C. glabrata (2/27 7.4%), C. guillermondii (2/27 7.4%) y C. tropicalis 
(1/27). Concluyeron que la enzima MspI, es una enzima de restricción confiable y de 
gran uso para delimitación de la mayoría de las especies de Candida.  
Asimismo, Liguori et al. 2007, emplearon un método de PCR múltiple para la 
identificación de Candida. En este trabajo utilizaron los oligonucleótidos ITS1 e ITS2, 
adicionalmente usaron los oligonucleótidos CA3 y CA4 que son específicos para la 
identificación de C. albicans y diseñaron los oligonucleótidos para C. famata (ITSF),  
C. kefyr (ITS1K) y C. dublinensis (ITS2D). La PCR múltiple identificó todas las 
muestras que en el cultivo resultaron positivas, especies únicas o especies mixtas, 
además de las que en los medios fenotípicos rutinarios dieron un resultado negativo.  
La identificación molecular de C. parapsilosis entre el complejo se basa en técnicas de 
DNA como ITS y RFLPs principalmente, sin embargo los métodos descritos hasta la 
fecha tiene diferentes ventajas e inconvenientes, y ninguno de ellos es ideal en términos 
de velocidad y/o costo por ejemplo en el análisis de longitud secundaria de alcohol 
deshidrogenasa los fragmentos de restricción BanI (SADH-RFLP), descrito por Tavanti 
et al, en el 2005 para diferenciar entre las especies pertenecientes al complejo 
parapsilosis.  
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 En el 2011, Hays et al, describieron un ensayo de PCR en tiempo real utilizando 
el análisis de curva de fusión en una parte del gen SADH.   
Este método proporciona una identificación rápida, pero puede exhibir una baja 
reproducibilidad, ya que es posible observar las variaciones en la curva de fusión cuando 
se utilizan diferentes termocicladores.  
García-Effron et al, 2011 propusieron un nuevo método molecular de identificación, 
cuyos resultados mostraron 100% de concordancia con la secuenciación por ITS1/ITS2. 
El primer método se basa en la amplificación por PCR del gen FKS1, seguido por una 
digestión con EcoRI. La región de este gen no presentó mutaciones en cualquiera de los 
sitios EcoRI de 293 cepas clínicas analizadas, lo que demuestra una baja probabilidad de 
falsa identificación. Esta metodología es sólida y altamente reproducible. Sin embargo, 
tiene los mismos inconvenientes como cualquier PCR seguida de una digestión con 
enzimas de restricción, ya que es mucho tiempo (4 horas más el tiempo de extracción de 
DNA) y además que se pueden producir problemas de digestiones enzimáticas.  
La capacidad de diferenciar entre cepas de hongos estrechamente relacionados se puede 
lograr mediante la comparación de regiones de DNA con mayor variabilidad tales como 
la rDNA mitocondrial (White et al. 1990). Estudios de la organización genética basados 
en análisis con enzimas de restricción demostraron que DNA mitocondrial de  
C. parapsilosis posee una estructura lineal muy compacta, en contraste a la típica 
estructura circular encontrada en las mitocondrias de levaduras como C. albicans, C. 
tropicalis, C. orthopsilosis y S. cerevisiae (Trofa et al, 2008).  
La arquitectura molecular y organización genética de los genomas mitocondriales del 
complejo parapsilosis proporcionan la base para el análisis de la diversidad biológica de 
los aislados clínicos y para el desarrollo de las especies, así como el grupo específico de 
sondas moleculares dirigidas a secuencias de ADN mitocondrial (Nosek et al, 2002).  
Souza et al, 2012, describieron un ensayo de PCR TaqMan-MGB en tiempo real, 
utilizando DNA mitocondrial (mtDNA) como objetivo, que distingue fácilmente el 
complejo parapsilosis. Primero utilizaron genómica comparativa para localizar regiones 
homólogas entre estos genomas mitocondriales y luego seleccionaron el gen NADH5 
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como objetivo para el ensayo de PCR en tiempo real. Las sondas fueron diseñadas para 
incluir una combinación de diferentes polimorfismos de un solo nucleótido, que son 
capaces al igual que el resto de las técnicas mencionadas de diferenciar cada especie 
dentro del complejo parapsilosis.  
Debido a que las tasas de mutación en el genoma mitocondrial son más altas que en el 
genoma nuclear, es posible obtener una resolución suficiente para distinguir entre 
estrechas relaciones filogenéticas (Clark-Walker, 1991). De hecho, Souza et al, 2012 
demostraron que las secuencias del mtDNA se pueden utilizar fácilmente para 
discriminar entre el complejo parapsilosis.  
C. parapsilosis carece de diversidad de secuencias de nucleótidos (Tavanti et al, 2007). 
La frecuencia de mutación en C. albicans es de aproximadamente 1/140 pb. En 
contraste, los estudios de C. parapsilosis encuentran sólo dos sitios de nucleótidos 
polimórficos entre secuencias de 7,5 kb (Tavanti et al, 2007) y sólo cuatro mutaciones 
entre más de 36 kb (Fundyga et al, 2004). La falta de diversidad de secuencias de 
nucleótidos sugiere que C. parapsilosis es altamente clonal (Trofa D et al, 2008). A 
pesar de que son estructuralmente diversas, las secuencias de codificación del DNA 
mitocondrial de C. parapsilosis son muy similares a las de C. albicans.  
En contraste, un estudio de DNA genómico revela que existe un 59% de identidad entre 
3.900 genes de C. parapsilosis y C. albicans (Logue et al, 2005).  
 
 
 
 
!
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3.  DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
!
Las infecciones producidas por C. parapsilosis así como otras especies del 
género Candida están constituyendo una causa importante de morbi-mortalidad 
principalmente en infecciones nosocomiales. Debido a este dramático incremento nos 
vemos en la necesidad de diseñar nuevos métodos de detección mucho más rápidos y 
precisos que permitan diferenciar entre las especies más comunes del género Candida.   
 
Hoy en día no es complicado tener acceso a algunos de los genomas de Candida spp.; ya 
que recientemente fueron ensamblados los genomas de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis, los cuales se encuentran disponibles en diferentes bases de datos. Esto 
nos permite realizar análisis comparativos de diferentes regiones genómicas para 
identificar regiones únicas entre especies útiles en el diseño sondas de oligonucleótidos. 
Mediante el uso de la PCR es posible identificar organismos diferentes con un buen 
diseño de oligonucleótidos o marcadores específicos para cada organismo diferente, ya 
que esta técnica es muy específica y sensible.  
Por lo tanto el presente trabajo busca generar un método de identificación de la levadura 
oportunista C. parapsilosis de otras especies del género Candida por medio de PCR 
punto final para una rápida detección. Cabe señalar que existen métodos como 
Fragmentos de Restricción de Longitud Polimórfica (RFLP, por sus siglas en inglés) que 
permiten detectar C. parapsilosis, pero esta técnica involucra más pasos que el método 
de PCR punto final.  
Esta investigación contribuye al área de la salud generando una herramienta que permite 
una temprana identificación y con ello un tratamiento efectivo de una candidiasis, 
además que aporta elementos que permitirán el aumento en el conocimiento de su 
genoma, que en un futuro puede servir para identificar posibles dianas alternativas para 
el desarrollo de nuevos antifúngicos, más selectivos y potentes. 
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4. HIPÓTESIS 
!
Existen regiones únicas en el genoma de Candida parapsilosis que permiten 
diseñar sondas o sistemas de diagnóstico entre las principales especies de importancia 
médica.  
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5. OBJETIVOS 
!
5.1 Objetivo general 
!
Determinar marcadores moleculares específicos para PCR punto final que permitan 
la detección e identificación rápida y confiable de Candida parapsilosis.  
5.2 Objetivos específicos 
!
1. Establecer un correcto discernimiento entre las especies C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis. 
2. Realizar análisis comparativos de regiones de interés médico en el genoma de  
C. parapsilosis.  
3. Identificar elementos genómicos de C .parapsilosis, suceptibles de ser utilizados 
para su detección y/o diagnóstico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
!
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
6. 1 Estrategia general 
Para dar cumplimiento al objetivo general del trabajo se realizó la siguiente estrategia 
experimental:   
 
- 
•  Búsqueda de genomas completos en base de datos 
- 
•  Comparación de genomas completos. 
 
- 
•  Comparación de familias génicas. 
•  Asignación de posibles ortólogs y parálogos 
•  Diseño de marcadores molecuales específicos. 
•  Validación de marcadores moleculares in vitro. 
•  Estandarización del programa de PCR punto final. 
•  Selección y tamaño de muestra.  
•  Identificación microbiológica. 
•  Identificación molecular. 
•  Secuenciación y comparación de secuencias SAPP3 en 
GENBANK. 
•  Análisis filogenéticos.  
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6.2 Análisis comparativo de Candida parapsilosis  
 
Para la realización del análisis comparativo del genoma completo de  
C. parapsilosis con respecto a los genomas de C. albicans, C. dubliniensis y  
C. orthopsilosis fue necesario obtener las secuencias de sus respectivos genomas. Estos 
fueron localizados y descargados de la base de datos de Candida (Candida Genome 
database www.candidagenome.org) 
6.2.1.Geneious y Mauve 
 
Las secuencias genómicas fueron analizadas en el software bioinformático 
Geneious, (http://www.geneious.com/), Geneious es una suite, lo que indica que posee 
múltiples herramientas bioinformáticas para el análisis y la visualización de datos 
biológicos. Entre las herramientas que presenta se encuentra Mauve; el cual es un 
sistema que permite la construcción eficiente de alineamientos locales y múltiples 
tomando en cuenta la presencia de eventos evolutivos a gran escala, como los 
reordenamientos e inversiones. Durante el alineamiento, esta herramienta logra 
identificar Bloques Colineales Locales (LCB) y segmentos conservados con alto grado 
de sintenia. 
6.2.3 SyMAP 
 
Además de utilizar Geneious, se procedió a trabajar con otra herramienta 
bioinformática llamada Synteny Mapping and Analysis Program (SyMAP).  
SyMap fue utilizado por la necesidad de detectar, mostrar y consultar las relaciones 
sinténicas entre los cromosomas estudiados. SyMAP también fue utilizado en la 
selección de loci sinténicos y para la comparación de familias génicas. 
6.2.4 prfectBLAST  
 Fue la tercera herramienta bioinformática utilizada en este trabajo, prfectBLAST 
es una interfaz multiplataforma gráfica de usuario que permite hacer alineamientos tanto 
locales como múltiples. Aunque este software fue más bien empleado para el diseño de 
marcadores moleculares, también se realizaron hibridaciones in silico entre los genomas 
completos, al igual que la comparación de familias génicas, con la finalidad te 
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reproducir los resultados obtenidos en la software Geneious. 
6.3 Comparación de familias génicas: Búsqueda de posibles ortólogos y parálogos.  
 
Mediante la selección de genes que contribuyen a la virulencia de C. parapsilosis, se 
realizaron mapeos génicos, localizando genes con alta similitud de secuencia (posibles 
ortólogos y parálogos). Se hizo hincapié en seleccionar familias génicas caracterizadas 
previamente en C. albicans y con presencia en C. orthopsilosis y C. dubliniensis. 
1. Por lo que primeramente se realizó la búsqueda de genes ortólogos y parálogos 
reportados en la literatura. 
2. Utilizando la herramienta Symap se localizaron genes parálogos (miembros de 
una misma familia génica) en su respectivo genoma, y se procedió a localizar la 
posible presencia de ortólogos entre las diferentes especies antes mencionadas.  
3. Se extrajeron las secuencias nucleotídicas y proteícas de todos los “posibles” 
ortólogos y se conservó la identificación de la secuencia anotada. (ID:sequence)  
Para la búsqueda de ortólogos se debe considerar la pérdida de genes, la presencia de 
pseudogenes, los eventos de duplicación, inversión y/o translocación, así como de una 
incorrecta anotación en el genoma, puede dar complicaciones para el reconocimiento de 
los mismos. Por lo que se recomienda tomar en cuenta dos importante factores: 
• Se suelen asignar ortólogos entre un conjunto de genes con alta similitud de 
secuencia tomando en cuenta los  mejores scores/hits obtenidos mediante un 
alineamiento comparativo in silico (Rivera et al, 1998). 
• Sin embargo, los ortólogos no son necesariamente los que tienen las secuencias 
con mayor similitud entre todos los homólogos (Lynch y Conery, 2000). Se 
puede definir a estos basándose en la conservación de su localización genética. 
 
4. En base a esto y utilizando el ID:sequence, se creó una librería de estas 
secuencias en la interfaz prfectBLAST; donde se realizaron alineamientos in 
silico, contra las bases de datos disponibles, ubicando los mejores scores/hits de 
estas. 
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5. Por último se examinó en loci la similitud de los genes flanqueantes, ubicando 
los genes duplicados de tal manera que se pudiese establecer la relación 
conservación-localización de genes sugerido previamente y describir la presencia 
y características de la posible familia génica.  
6.4 Diseño de marcadores moleculares específicos.  
 
A partir de la localización de las familias génicas comparadas, se procedió a diseñar 
oligonucleótidos para la amplificación de uno de los genes ortólogos identificados en las 
cuatro especies en cuestión. 
1. Para el diseño de oligonucleótidos la secuencias resultantes se insertaron y 
analizaron utilizando el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysus 
(MEGA) Versión 6.0 (http://www.megasoftware.net/). 
2. Se realizaron alineamientos locales y múltiples usando el algoritmo progresivo 
de ClustalW, donde se delimitaron las regiones consenso entre las diferentes 
secuencias génicas para la creación de sondas específicas. 
3. Estas  sondas se evaluaron con la aplicación OligoAnalizer 3.1 que se encuentra 
en la página Integrated DNA Technologies (IDT) (http://www.idtdna.com), esto 
con la finalidad de que cumplan con los estándares establecidos por (Dieffenbach 
et al, 2014; Chen et al, 2002) que incluyen: la longitud del oligonucleótido, 
temperatura de fusión (Tf), especificidad, secuencias complementarias del 
oligonucleótido, contenido de G/C y los tramos de polipirimidina (T, C) o 
polipurina (A, G)  (ANEXOS1). 
4. Así mismo las secuencias se validaron  mediante PCR in silico, con el programa 
pfectBLAST, para esto se realizaron diferentes alineamientos locales, buscando 
como resultado que ninguno de los oligonucleótidos diseñados hibridara con otra 
especie que no fuera la perteneciente.  
5. Por último se comprobó su reproducibilidad in vitro con DNA de cepas ATCC y 
la colección de aislados clínicos previamente identificadas como C. parapsilosis 
mediante  técnicas clásicas de microbiología pertenecientes al LMYF. 
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6.5 Selección y tamaño de muestra . 
 Se sometieron a 300 cepas del cepario del LMYF y del Departamento de 
Microbiología experimental (CICESE) a reactivación metabólica en medio liquido YPD 
(Dextrosa, Peptona, Extracto de Levadura), identificadas en trabajos anteriores como 
Candida spp. (Garza Zaragoza et al, 2012). 
6.6 Identificación microbiológica   
 Las cepas activadas se identificaron como especies del género Candida, mediante 
pruebas microbiológicas tales como: Auxonograma de carbono en tubo, y fenotipo y/o 
coloración obtenido en el medio cromogénico (CHROMagar Candida) (Odds y 
Bernaerts, 1994). 
6.6.1 Auxonograma de carbono  
 En esta prueba se evaluó la capacidad de la levadura para utilizar diversas fuentes 
de carbono. El auxonograma de carbono en tubo, también llamada técnica de 
Wickerham, consiste en preparar un medio que contenga exclusivamente extracto de 
levadura (DIBICO), el carbohidrato a utilizar y agua destilada. 
Para preparar este medio, se diluyeron 6.5 g extracto de levadura en un litro de agua 
destilada y esterilizar a 180 libras de presión durante 15 minutos. Una vez estéril y a 
temperatura ambiente se agregó la fuente de carbono previamente estéril por filtración al 
6%. En esta prueba se utilizó dextrosa como control positivo, lactosa como control 
negativo y maltosa como fuente de carbono diferencial (JALMEK). 
Una vez homogeneizado se colocaron alrededor de 8 mL del medio en tubos estériles, y 
después se inoculó una porción de la levadura a analizar, las concentración de las 
suspensiones fúngicas se ajustaron a 0.5 de la escala de McFarland (Williams y Wilkins, 
2006). La asimilación del carbohidrato se interpreta por presencia de turbidez en el 
medio (Tabla 6) (Bonifaz, 2012). 
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Tabla 6. Interpretación de resultados: +: Asimilación, -: No hay asimilación 
Levadura Dextrosa Lactosa Maltosa 
C. albicans + - + 
C. parapsilosis + - + 
C. tropicalis + - + 
C. guillermondii + - + 
C. glabrata + - - 
C. krusei + - - 
 
6.6.2 Identificación de especies utilizando CHROMagar  
 Se determinó el morfotipo colonial sobre medio de cultivo CHROMagar 
(CHROMagar), los cultivos se incubaron a 30 °C y fueron examinados a las 24, 28 y 72 
horas, registrando la morfología colonial. De acuerdo a la morfología mostrada en este 
medio, se determinó la especie de la levadura (Tabla 7) (Odds y Bernaerts, 1994). 
Tabla 7. Interpretación de los resultados en BBL CHROMagar Candida Medium 
(Becton Dickinson GmbH: http://www.bd.com/resource.aspx?IDX=8810) 
Cepas BBL CHROMagar Candida Medium 
Candida albicans 
ATCC 60193 
Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color verde claro a 
mediano 
Candida albicans 
ATCC 10231 
Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color verde claro a 
mediano 
Candida krusei 
ATCC 34135 
Crecimiento de bueno a excelente; colonias grandes y planas, de color 
rosado claro a rosa, con un borde blancuzco 
Candida tropicalis 
ATCC 1369 
Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color azul grisáceo a azul 
verdoso o azul metálico, con o sin halos violetas en el medio circundante 
Candida tropicalis 
ATCC 9968 
Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color gris azulado, con o 
sin halos de color violeta 
Sin inocular De incoloro a beige claro, transparentes 
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6.7 Validación de marcadores moleculares in vitro 
 
6.7.1 Extracción de material génetico  
 La extracción de ADN se realizó de acuerdo con el protocolo modificado de 
Sambrook y Russell (2001).  
Se inocularon los cultivos de Candida spp. en  caldo YPD (DIFCO) a 30 °C a 150 rpm 
por 24 h. A partir de este cultivo se transfirieron 1.5 ml de cultivo a un tubo eppendorf y 
se centrifugó a 14000 rpm por 10 min, para después decantar sobrenadante. Se lavó la 
pastilla celular con agua bidestilada fría, repitiendo la centrifugación.  
El pellet fue resuspendido en 500 µl de buffer NTES (10mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 
50mM NaCl, 2% SDS), agregando 1 volumen de perlas de vidrio y resuspendiendo con  
vórtex por 5 min. Posteriormente se les agregó 400 µl de fenol-cloroformo (1:1) y 
nuevamente se llevó a vórtex por 2 min. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 
10 min, transfiriéndose la fase acuosa superior a un tubo nuevo y agregando 0.1 
volumen de acetato de amonio y 2 volúmenes de isopropanol 100% frío, mezclando por 
inversión durante 1 min y se dejó toda la noche precipitando a un temperatura de  
– 20 °C. Después se centrifugó por 10 min a 14000 rpm y 4 °C, observando la 
precipitación de DNA, el cual se dejó secar al retirar el sobrenadante. Una vez seca y 
lavado el DNA con alcohol al 70%, se resuspendió en 40 µL de TE (Tris-HCl 10mM, 
1mM EDTA). El DNA fue conservado a 4°C. 
6.7.2 Estandarización del programa de PCR punto final 
 
El programa de PCR que fue utilizado durante la estandarización de las cepas 
ATCC y en la validación de los marcadores moleculares en las cepas clínicas fue 
diseñado usando las siguientes condiciones: 35 ciclos de desnaturalización a 95°C por 1 
min. la extensión final fue a 72°C por 5 min, mientras que la temperatura de 
alineamiento dependió de la TM (temperatura de fusión o melting temperature) de cada 
primer diseñado, el tiempo del alineamiento fue de 1 min.  
La mezcla de reacción de volumen final de 25 µL consistió de 2 µL de DNA a (100 ng/1 
µl), 10.5 µL de H2OMiliQ y 12.5 de master mix Mifi (Bioline, USA Inc., Boston, MA, 
E.U.A.), 
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6.7.3 Electroforesis  
 
Se realizó mediante el empleo de un gel de agarosa preparado al 1% en buffer 
TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM ácido. acético, 1mM EDTA), el cual se vació sobre una 
cámara de electroforesis (Thermo OWL Easycast B1A). Se tomaron 4 µL de muestra de 
DNA, la cual fue mezclada con un buffer de carga (BlueJuice Invitrogen) y con gelred 
(GelRedTM) para finalmente depositar cada muestra en los carriles.  
La cámara de electroforesis fue conectada a una fuente de poder (Labnet 300 V) para así 
aplicar una corriente de 80 V durante 30 minutos. Al finalizar la electroforesis en gel fue 
colocado en un trasluminador (UVP Laboratory Products Epi-Chemi Darkroom) 
exponiendo el gel a luz ultravioleta para su observación.  
6.7.4 Secuenciación  
 
Los productos resultantes del paso anterior fueron secuenciados en 
CINVESTAV-Langebio, en Irapuato, Guanajuato. Las secuencias obtenidas fueron 
proporcionadas en formato FASTA junto con sus respectivos electroferogramas.  
6.8 Análisis filogenético para SAPP  
 
El análisis filogenético de las secuencias obtenidas se realizó mediante un 
alineamiento múltiple usando el algoritmo de MUSCLE del programa MEGA 5. 
Posterior al alineamiento se realizó un análisis filogenético por el método de Neighbor 
joining para determinar la distancia genética entre una secuencia y la otra, el objetivo 
fundamental de este método es poder identificar individuos cuando se desconoce la 
especie a la que pertenecen. El estudio se realizó con un “Bootsrap” de 1000 
repeticiones utilizando el programa MEGA 5. El “Bootsrap” se usa para  soportar 
estadísticamente los clados mediante un sub-muestreo de los datos obteniendo réplicas 
de los mismos y construyendo árboles para cada una de las réplicas. Esta metodología 
permite determinar qué tan confiables son las relaciones deducidas a partir de los datos; 
un “Bootstrap” de 80% en este caso, indica que al correr 100 veces el mismo análisis, el 
clado aparece de la misma forma 800 veces, tomando como un buen “Bootstrap” un 
valor por encima de 50%.  
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7. RESULTADOS 
!
7.1 Comparación de genomas de Candida  
 
Los genomas descargados de la base de datos Candida Genome fueron 
depositados en el programa Geneious y divididos en cromosomas para facilitar los 
análisis comparativos.  
Por lo tanto se procedió con la comparación de los 8 cromosomas de C. parapsilosis con 
cada uno de los 8 cromosomas correspondientes de C. albicans, C. dubliniensis y 
C.orthopsilosis.  
7.1.1 Comparación de los genomas de C. albicans y C. dubliniensis 
 
Se tomó la decisión de comparar primero los genomas de C. albicans y  
C. dubliniensis, para usar esta comparación como control positivo y así mismo 
reproducir los resultados vistos en la literatura.   
Tras la comparación de estas dos especies, que consistió en alineamientos locales en 
Geneious y a la organización de los cromosomas mediante MAUVE, se pudo constatar 
la sintenia de estos dos genomas; pues al ir comparando cada cromosoma de C. albicans 
con su respectivo homólogo en C. dubliniensis, se pudieron identificar  regiones 
colineales que llamaremos como bloques colineales locales (LCB).   
Los LCB son regiones que se asume son homólogas de una secuencia que es compartida 
en dos o más organismos, en este caso se ubicó  la presencia de LCB en ambas especies. 
Por ejemplo la comparación entre el cromosoma 7 de C. albicans con el cromosoma 7 
de C. dubliniensis (Figura 9).   
Cada cromosoma ha sido colocado horizontalmente y alineado en regiones conservadas; 
la comparación de ambos cromosomas indica la presencia de 11 bloques colineales 
locales que son regiones homólogas de la secuencia compartida por ambos cromosomas. 
Dentro de cada bloque se observan segmentos coloreados, esta coloración representa 
regiones sintenicas, por lo que las zonas carentes de coloración son regiones sin sintenia. 
Además MAUVE permite comparar el orden y orientación de los LCB, a fin de  
observar  los reordenamientos globales de los genomas, facilitando así la ubicación de 
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eventos de translocación e inversión presentes en los cromosomas (bloques rojos y 
amarillos en la figura). Consideramos que estos eventos fueron como una peculiaridad 
que se presentó durante la observación del arreglo cromosómico de estas dos levaduras 
(ANEXOS 2). 
!
Figura 9. El alineamiento del cromosoma 7 de C. dubliniensis y el cromosoma 7 de C. albicans. 
 
7.1.2 Comparación del los genomas de C. parapsilosis y C. albicans 
 
A diferencia de la comparación genómica anterior, la comparación entre estas dos 
especies carece de sintenia, el mejor alineamiento de ambas especies (Figura 10) 
muestra la comparación entre el cromosoma 5 de C. parapsilosis y el cromosoma R de 
C. albicans.   
La comparación de estos cromosomas muestran al menos 52 LCB compartiendo 
homología, pero con escasas regiones sinténicas, por ejemplo el LCB morado a la altura 
de los 400,000 nt en la parte del cromosoma 5 de C. parapsilosis encuentra un homólogo 
cerca de los 900,000 nt en la parte del cromosoma 3 de C. albicans. Ambos LCB 
presentan secuencias conservadas, además de observarse que el bloque se encuentra 
traslocado e invertido. 
A pesar de la presencia de LCB, estos presentan númeras regiones blancas, estas 
regiones al igual que los huecos que separan los LCB son zonas de plasticidad 
(variables). Las zonas de plasticidad son regiones que representan secuencias únicas y/o 
específicas del genoma de cada especie. 
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Figura 10. El alineamiento del cromosoma 3 de C. parapsilosis y el cromosoma R de C. albicans. 
 
Puesto que C. albicans y C. dubliniensis presentan genomas casi idénticos, las 
comparaciones entre los cromosomas de C. parapsilosis y C. dubliniensis fueron muy 
similares a los observados con C. albicans, una gran cantidad de LCB, que si bien estos 
representan la homología entre secuencias, existe escasa conservación en los loci.  
7.1.3 Comparación de los genomas de C. parapsilosis y C. orthopsilosis 
 
Lo que se esperaba al comparar dos de los genomas del complejo parapsilosis, 
era la posibilidad de obtener resultados similares a los obtenidos con el control positivo, 
al ser C. parapsilosis un organismo estrechamente relacionado con C. orthopsilosis 
como lo son C. albicans y C. dubliniensis, se prentendía observar que la mayoría de sus 
cromosomas fueran homólogos entre sí; sin embargo solamente el cromosoma 6 de  
C. parapsilosis y el cromosoma 7 de C. orthopsilosis, (Figura 11) presentaron similitud 
aunque con numerosos  rearreglos, principalmente la presencia de eventos de inversión.  
La comparación de estos cromosomas muestra la presencia de al menos 25 LCB, los 
cuales se encuentran en diferente orden. Además un fenómeno interesante entre ambos 
genomas, donde uno de los cromosomas de una especie presenta grandes bloques 
similares con alta  sintenia con dos loci provenientes de dos cromosomas diferentes de la 
especie contraria, y esto es recíproco entre ambas especies. 
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Figura 11. El alineamiento del cromosoma 6 de C. parapsilosis y el cromosoma 7 de C. orthopsilosis.  
 
Tal como se puede observar en la figura 12, donde se compara el cromosoma 8 de  
C. parapsilosis con el 3 de C. orthopsilosis, existe un fragmento de la longitud total del 
cromosoma 8 en C. parapsilosis al parecer es homóloga  a una parte del cromosoma 3 de 
C. orthopsilosis, donde se presentan 7 LCB. 
!
Figura 12. El alineamiento del cromosoma 8 de C. parapsilosis y el cromosoma 3 de C. orthopsilosis.  
 
Mientras que el fragmento restante de C. parapsilosis, cuyos LCB no muestran locus 
sinténicos, presenta alta similitud con una parte del cromosoma 5 de C. orthopsilosis. 
(Figura 13). Destacando 6 LCB en la posición carente de homología en el alineamiento 
anterior. 
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Figura 13. El alineamiento del cromosoma 8 de C. parapsilosis y el cromosoma 5 de C. orthopsilosis.  
 
Y de manera similar éste último cromosoma, el 5 de C. orthopsilosis presenta regiones 
sinténicas con el cromosoma 3 de C. parapsilosis Lo que significa que dos secuencias 
homólogas cromosómicas pueden ocupar dos posiciones genómicas distintas (Figura 14). 
!
Figura 14. El alineamiento del cromosoma 3 de C. parapsilosis y el cromosoma 5 de C. orthopsilosis.  
 
Para observar de manera más simple estos eventos evolutivos se utilizó el 
programa Symap, en el cual se ingresaron los 4 genomas de las levaduras estudiadas a 
fin de realizar una comparación mediante un circle plot (figura 15); estos diagramas 
permiten ilustrar las características de un genoma en su contexto genómico completo.  
Nótese la fragmentación de los cromosomas de ambas especies, donde un loci se 
conserva en ambos genomas. En todos se conserva está condición a excepción del 
cromosoma 6 de C. parapsilosis y el cromosoma 7 de C. orthopsilosis, así mismo el 
cromosoma 2 de ambas especies se mantiene gran parte de sus regiones sinténicas. 
Además de la comparación de C. parapsilosis y C. orthopsilosis, se incluyó como 
control positivo C. albicans y C. dubliniensis (Figura 16) donde los cromosomas de 
ambas especies homólogas presentan alta sintenia y considerando como control negativo 
! 45!
la comparación entre los genomas de C. parapsilosis y C. albicans (Figura 17), en este 
diagrama se muestra una fragmentación mayor que la mostrada en la figura 8. En esta 
comparación se puede apreciar perfectamente cómo ha sido perdida de sintenia en estas 
especies debido al misma fragmentación y/o reordenamiento de los cromosomas. 
!
Figura 15. Comparación de genomas de C. parapsilosis y C orthopsilosis esquematizada mediante Circle 
plot (www.agcol.arizona.edu/software/symap/). En la parte del arriba del diagrama se encuentran los ocho 
cromosomas de C. orthopsilosis ordenados en contra de las manecillas del reloj enumerados con números 
cardinales para discriminarlos de los cromosoma correspondientes a C. parapsilosis presentes en la parte 
de abajo, se encuentran etiquetados con Cr y su respectivo número.  
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Figura 16. Comparación de genomas de C. parapsilosis y C. dubliniensis 
(www.agcol.arizona.edu/software/symap/). 
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Figura 17. Comparación de genomas de C. parapsilosis y C.albicans 
(www.agcol.arizona.edu/software/symap/). 
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7.2 Comparación de familias génicas: Búsqueda de ortólogos y parálogos. 
 
En base al amplio conocimiento que se tiene del genoma de C. albicans y 
tomando en cuenta los factores de virulencia que comparte con C. parapsilosis, se 
seleccionaron 4 familias génicas involucradas en la patogénesis de estas levadura, las 
cuales fueron adhesinas (ALS),  fosfólipasas B (PLB), lipasas (LIP) y Aspartil-proteasa 
(SAP).  
Además de la realización de comparaciones cromosómicas mediante circle plots, Symap 
permite mapear secuencias para identificar ya sea genes parálogos entre un mismo 
genoma o bien, genes ortólogos entre diferentes genomas.  
Por otro lado, tanto MAUVE como Symap, son programas para identificar regiones 
sinténicas, ambos requieren del procesamiento para calcular genes y pares homólogos.  
MAUVE compara el genoma al que se le somete la comparación (definido como 
genoma de entrada) y lleva a cabo su propia alineamiento seguido por un cómputo 
sintenia; sin embargo a diferencia de Symap, MAUVE no identifica bloques sinténicos a 
gran escala, sino más bien de menor escala (LCB), (Darling et al, 2004) lo que puede 
límitar la forma de búsqueda de homólogos. 
Por lo tanto para proceder con la búsqueda de ortólogos y parálogos se ingresaron los 
sequence ID (claves de acceso a una región o algún gen es específico) de las familias 
génicas estudiados a Symap. El programa opera mediante la relación sinténica de los 
cromosomas los cuales son marcados por líneas que detectan regiones conservadas. Es 
importante señalar que se analizaron todos los miembros de las familias génicas 
estudiadas, el ejemplo representado (Figuras 18, 19 y 20) es la visualización de los locus 
de SAP. 
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Figura 18 y 19 Búsqueda de regiones sinténicas entre el cromosoma 2 de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis. Las líneas en color café marcan todas las regiones sinténicas presente entre ambos 
cromosomas, la línea color rojo señala la ubicación del gen que se está buscando; que como se puede 
apreciar con mejor claridad en la Figura 17 y 18, el programa permite hacer acercamientos al cromosoma 
para buscar el gen de interés y sus ortólogos. 
!
Figura 20. Búsqueda de regiones sinténicas entre el cromosoma 2 de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis. Mayor acercamiento a la región sintenica que permite el mapeo del gen de interés con su 
ortólogo(s). 
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Durante la ubicación de los genes ortólogos en los genomas de interés utilizando este 
software, se encontró homología con más de una secuencia génica, esto no generó 
conflicto en un inicio pues se esperaba encontrar diversas secuencias parálogas, debido a 
que estos podrían ser miembros de una misma familia de genes. Sin embargo, al ir 
analizando los locus sintenicos se observaron secuencias ortólogas no reportadas 
previamente que poseían el dominio proteico carácterístico.  
Se obtuvieron así secuencias proteícas a partir de cada secuencia ortóloga y paráloga que 
presentara el dominio funcional carácteristico. Estas secuencias fueron analizadas en el 
software prfectBLAST para alineamientos in silico, obteniendo los porcentajes de 
identidad de las secuencias comparadas mediante el alineamiento.   
A continuación se presentan 2 tipos de tablas, el primer tipo (Tablas 8, 11, 14, 19 y 20), 
corresponde a la identificación de genes homológos que Symap detectó en relación con 
las diferente familias multigénicas de C. albicans, C. parapsilosis y C. orthopsilosis. En 
estos resultados se muestra el gen caracterízado y ID de la secuencia sinténica.  En caso 
de corresponder a una secuencia de C. parapsilosis el ID inicia con “CPAR2”, mientras 
que “CORT” indica que el ID es de C. orthopsilosis.  
En el segundo tipo de tabla se observan los porcentajes de identidad obtenidos en 
prfectBLAST, tras los alineamientos de las secuencias ortólogos a C. albicans, señaladas 
en las tablas anteriores a estas, (Tablas 9, 12, 15, 16, 21, 22 y 23). En las tablas 10, 13, 
17 y 24, se que presentan exclusivamente los resultados de los alineamientos entre 
secuencias de C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
7.2.1 Comparación de familia génica: ALS (adhesinas) 
 
Secuencias génicas con homología de ALS; en la primera columna se presentan 
los siete integrantes de la familia génica de las adhesinas, en la columna del medio los 
ID de las secuencias de C. parapsilosis con los que se presentó homología. Nótese que la 
mayor parte de los miembros de esta familia génica encontraron como ortólogos a 4 
diferentes secuencias; entre ellos a CPAR2_404770 y CPAR2_500660 que ya han sido 
caracterizados como ALS1 y ALS3 en C. parapsilosis respectivamente; así mismo en la 
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columna de la derecha los ID de las secuencias ortólogas de  
C. orthopsilosis, las cuales se repiten para cada miembro de las ALS (Tabla 8). 
Tabla 8. Tabla de agrupación de secuencias de C. parapsilosis y C. ortopsilosis con alta 
similitud a la familia génica ALS1-7 y ALS9 (adhesinas) reportada en C. albicans  
C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
ALS1 CPAR2_404770, 
CPAR2_404790  
CPAR2_404800 
CORT_0B00800, 
CORT_0C04210, 
CORT_0C04220 
ALS2 CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CPAR2_500660 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
ALS3 CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CPAR2_500660 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
ALS4 CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CPAR2_500660 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
ALS5 CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
ALS6 CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
ALS7 CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CPAR2_404790 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
ALS9 CPAR2_404770 
CPAR2_404790 
CPAR2_404800 
CPAR2_500660 
CORT_0B00800 
CORT_0C04210 
CORT_0C04220 
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Tabla 9. Porcentajes de identidad (%) de secuencias de genes de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis con respecto a los presentes en la familia ALS de C. albicans.  
*Los cuadros en color naranja corresponden a los genes de C. parapsilosis,  
mientras que los verdes a C. orthopsilosis. 
 C. parapsilosis C. orthopsilosis 
 CPAR2_ 
404770 
(ALS3) 
CPAR2_ 
404780 
CPAR2_ 
404790 
CPAR2_ 
404800 
CPAR2_ 
500660 
(ALS1) 
CORT_ 
0B00800 
CORT_ 
0C04210 
CORT_ 
0C04220 
ALS1 27.6% 27.6% 39.6% 39.4% 29% 44.1% 33.2% 37.9% 
ALS2 26.5% 26.9% 42.8% 41.7% 27.2% 44.1% 33.1% 33.4% 
ALS3 27.6% 28.4% 41.8% 44.1% 27.9% 44.6% 33.3% 39.2% 
ALS4 26.1% 27.3% 45.8% 40.7% 27.5% 43% 32.4% 33.5% 
ALS5 28.5% 27.5% 32.0% 31.3% 29.9% 44.1% 31.8% 33.2% 
ALS6 28.5% 27% 32.8% 32.7% 29.4% 44.1% 32% 32.9% 
ALS7 27.5% 25.6% 25.3% 28.5% 27.9% 36.9% 27.6% 26.5% 
ALS9 27.8% 26.8% 38.3% 41.1% 26.8% 40.8% 30.6% 34.1% 
 
Los puntajes (scores) obtenidos tras comparar los genes ALS de C. albicans con 
secuencias de C. parapsilosis y C. orthopsilosis, no son en realidad altos pues oscilan 
entre 25.3-44.1% de identidad. A diferencia de la comparación de secuencias entre los 
especies del complejo parapsilosis cuyo porcentaje más alto es de 86% de identidad 
(Tabla 9).  
Tabla 10. Porcentajes de identidad (%) de las secuencias ortólogas de C. parapsilosis y 
C. orthopsilosis, con respecto a dominio de adhesinas. 
 CORT_0C04210 CORT_0C04220 CORT_0B0080 
CPAR2_500660 (ALS1) 62.1% 38.9% 86.0% 
CPAR2_404770 (ALS3) 57.3% 39.2% 74.4% 
CPAR2_404780 63.4% 37% 78.8% 
CPAR2_404790 32.8% 38.2% 42.8% 
CPAR2_404800 52.2% 49.4% 71.5% 
 
A pesar de que en la mayoría de los genes ALS tanto de C. albicans y C. parapsilosis 
presentan mejor puntaje de similitud (score) con la secuencia génica CORT_0B0080, se 
consideró la relación conservación-localización.   
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El score más alto lo presenta el gen ALS1 (CPAR2_500660) de C. parapsilosis con un 
porcentaje de identidad del 86%. Como se observa en la tabla 1(antecedentes) el gen 
ALS1 está presente en el cromosoma 7 y este comparte regiones sinténicas con el 
cromosoma 2 de C. orthopsilosis, misma locus donde se presenta CORT_0B0080 (Tabla 
10).  
Para identificar el gen ortólogo de ALS1 de C. parapsilosis en C. albicans se tomó de 
igual manera el mejor score adquirido ante los alineamientos con la familia génica. El 
score más alto lo obtuvo ALS5 (C. albicans) con 29.9% y mismo que mostró un 44.1% 
con respecto a la secuencia CORT_0B0080 (C. orthopsilosis). A pesar de que estos 
porcentajes no son altos, hay que tomar en cuenta que el grado de sintenia que presentan 
los genomas C. parapsilosis y C. orthopsilosis no se mantienen con el genoma de  
C. albicans.  
En la figura 21 se presentan los ortólogos identificados de ALS1 de C. parapsilosis 
ubicados en los cromosomas 6, 2 y 7 de C. albicans, C. orthopsilosis y C. parapsilosis 
respectivamente. 
!
Figura 21. Representación visual del orden que presentan los genes ortólogos en sus respectivos genomas. 
 
De igual forma el resto de las secuencias parálogas a ALS3 de C. parapsilosis 
(CPAR2_404770),  secuencias pertenecientes a un mismo locus, parecen ser los 
ortólogos a los también parálogos: CORT_0C04210 y CORT_0C04220.  
De acuerdo a su ubicación cromosomal los genes pertenecientes a C. parapsilosis están 
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presentes en el cromosoma 8; mismo que comparte sintenia con el cromosoma 3 de  
C. orthopsilosis, en donde encontramos a CORT_0C04210 y CORT_0C04220. El gen 
ortólogo en C. albicans parece corresponder a ALS3 debido a los scores que presenta 
este gen con todas las secuencias de C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
Si analizamos visualizamos el arreglo de estas secuencias, (Figura 22)  observamos que 
éstas podrían ser eventos de duplicación en los cromosomas  correspondientes a  
C. parapsilosis y C. orthopsilosis, pues estos datos demuestran dos secuencias parálogas 
en C. orthopsilosis a partir del gen ALS3 en C. albicans. Mientras que en  
C. parapsilosis se observan 4 repeticiones en tandem, que podrían ser resultado de una 
duplicación por parte de las dos secuencias en C. orthopsilosis.  
 
!
Figura 22. Orden de genes ortólogos en los genomas de diferentes especies de Candida, que además 
muestran lo que podrían ser eventos de duplicación génica en los genomas de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis.  
 
7.2.2  Comparación de familia génica: LIP (Lipasas)  
 
Cuadro comparativo de genes lipolíticos de tres especies diferentes de Candida, (tabla 
11 y 12), en la primera columna se presentan los diez integrantes de la familia génica de 
las lipasas y en la segunda y tercera columna los ID de las secuencias de C. parapsilosis 
y C. orthopsilosis con mayor homología.  
A diferencia de ALS, los miembros de la familia LIP presentaron incidencia con una 
sola secuencia ortóloga, las cuales se repiten entre cada gen CPAR2_703190, 
CPAR2_703200 y CPAR2_501220  (C. parapsilosis) y CORT_0G03360, 
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CORT_0G03370 y CORT_0G01380 (C. orthopsilosis). Resulta importante señalar que 
aunque las secuencias CPAR2_601970 y CORT_0F02950, no presentaron homología 
con alguna secuencia de C. albicans, estas entre sí presentan un alto porcentaje de 
identidad (Tabla 13). En la primera columna se presentan los diez integrantes de la 
familia multigénica de las lipasas, mientras en las filas se presentan los ID de las 
secuencias con los que mostró homología en C. parapsilosis y C. orthopsilosis.  
Tabla 11. Secuencias génicas con homólogía de LPS.  
C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
LIP1 CPAR2_703200 CORT_0G03370 
LIP2 CPAR2_703190 CORT_0G03370 
LIP3 CPAR2_703190 CORT_0G03360 
LIP4 CPAR2_703200 CORT_0G03370 
LIP5 CPAR2_703200 CORT_0G03370 
LIP6 CPAR2_703200 CORT_0G03370 
LIP7 CPAR2_501220 CORT_0G01380 
LIP8 CPAR2_703200 CORT_0G03370 
LIP9 CPAR2_703190 CORT_0G03360 
LIP10 CPAR2_703190 CORT_0G03360 
 
Tabla 12. Porcentajes de identidad (%) de secuencias de genes de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis con respecto a los presentes en la familia LIP de C. albicans. 
 C. parapsilosis C. orthopsilosis 
 CPAR2_ 
703190 
CPAR2_ 
703200 
CPAR2_ 
501220 
CPAR2_ 
601970 
CORT_ 
0B01380!
CORT_ 
0G03370!
CORT_ 
0G03360!
CORT_ 
0F02950!
LIP1 53.4%! 54.1% 37.9%! 50.5%! 37.0%! 53.7%! 53.6%! 51.9%!
LIP2 48.4%! 49.7% 36.8%! 47.5%! 36.2%! 49.1%! 48.8%! 47.5%!
LIP3 50.6%! 48.4% 39.1%! 46.2%! 37.9%! 48.2%! 50.2%! 46.8%!
LIP4 50.6%! 59.4% 38.7%! 45.9%! 39.3%! 60.3%! 55.5%! 46.2%!
LIP5 54.3%! 57.3% 40.3%! 44.2%! 40.5%! 58.4%! 54.3%! 45.1%!
LIP6 49.3%! 51.5% 37.6%! 44.2%! 35.6%! 51.9%! 49.8%! 48.1%!
LIP7 36.6%! 39.6% 44.3%! 47.5%! 43.1%! 38.3%! 36.2%! 34.1%!
LIP8 54.1%! 56.9% 40.7%! 45.9%! 39.7%! 57.5%! 54.5%! 14.3%!
LIP9 52.9%! 55.8% 38.7%! 42.2%! 38.7%! 56.6%! 53.0%! 42.9%!
LIP10 48.3%! 48.5% 37.7%! 44.5%! 37.4%! 49.1%! 48.9%! 44.3%!
 
Tabla 13. Porcentajes de identidad (%) de las secuencias ortólogas de C. parapsilosis y 
C. orthopsilosis con respecto al dominio lipolítico que presentan. 
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 CORT_ 
0B01380 
CORT_ 
0G03370 
CORT_ 
0G03360 
CORT_ 
0F02950 
CORT_ 
0F02960 
CPAR2_703200 38.5% 93.1% 62.4% 46.9% 46.9% 
CPAR2_703190 37.1% 60.2% 89.9% 47.3% 47.3% 
CPAR2_501220 85.6% 38.7% 36.6% 34.3% 34.3% 
CPAR2_601970 33.7% 44.2% 45.4% 84.2% 84.2% 
 
La similitud cuando es baja se concentra en los sitios estructuralmente importantes de la 
secuencia por lo que se puede inferir homología entre las secuencias de C. parapsilosis y  
C. orthopsilosis. En ambos genomas encontramos 2 pares de genes pertenecientes al 
mismo locus, presentando altos porcentajes de identidad, además de que éstos se 
encuentran en cromosomas sinténicos, por un lado  CPAR2_703190 y CPAR2_703200 
están ubicados en el cromosoma 6 de C. parapsilosis, y por el otro, CORT_0G03370 y 
CORT_0G03360 en el cromosoma 7 de C. orthopsilosis., cromosomas que como se 
mencionó anteriormente, son los únicos que no están fragmentados. Es posible que éstos 
genes estén relacionados filogenéticamente con LIP8 de C. albicans ya que con éste es 
con el que presentan el más alto porcentaje de identidad, pero hay que señalar que podría 
ser cualquiera de sus otros miembros como LIP5 y LIP9, quienes presentaron 
porcentajes similares y se ubican en el mismo cromosoma. Es posible que esta 
duplicación presente en ambos genomas sea productos de una fragmentación del gen 
LIP8 de C. albicans debido a que el tamaño de la secuencia de LIP8 que es de 1383 pb, 
mientras que el tamaño de las secuencias ortólogas de C. parapsilosis y C. orthopsilosis 
son de 700 y 583 pb respectivamente (Figura 23). 
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Figura 23. Representación gráfica del orden de los genes ortólogos en sus respectivos genomas, que 
además muestran lo que podrían ser eventos de fragmentación génica de LIP8 en los genomass de  
C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
 
Por otra parte las secuencias CPAR2_601970 y CPAR2_601980 del cromosoma 7 de  
C. parapsilosis son los ortólogos de CORT_0F02950 y CORT_0F02950 presentes en el 
cromosoma 2 de C. orthopsilosis. El gen LIP7 de C. albicans resultante podría tener el 
mismo origen filogenético que estos genes en C. parapsilosis y C. orthopsilosis; que a 
diferencia del caso anterior, podrían ser secuencias duplicadas en cada genoma 
correspondiente (Figura 24). 
!
Figura 24. Representación visual de la ubicación de los genes ortólogos a LIP7. Donde se observa las 
duplicación génica en los genomass de C. parapsilosis y C. orthopsilosisa este gen.  
 
7.2.3 Comparación de familia génica: PLB (Fosfoipasa B) 
 
Ocho y cinco fueron las secuencias de C. parapsilosis y C. orthopsilosis que 
tuvieron similitud con los genes de la familia PLB, tras su búsqueda (Tabla 14). Cada 
gen PLB de C. albicans presentó al menos dos secuencias ortólogas al compararlas con 
el resto de las especies (a excepción de PLB1 y 2 quien muestra homología con tres 
secuencias y una de C. parapsilosis).   
En la primera columna se presentan los cinco integrantes de la familia multigénica de las 
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fosfolipasas B de C. albicans mientras en las filas restantes se muestran los ID de las 
secuencias presuntamente homólogas pertenecientes a C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
Tabla 14. Secuencias génicas con homólogía de PLB. 
C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
PLB1 CPAR2_601740 
 CPAR2_601750 
 CPAR2_601760 
CORT_0F02740 
 CORT_0F02750 
PLB2 CPAR2_601730 CORT_0F02740 
 CORT_0F02750 
PLB3 CPAR2_601730 
 CPAR2_601740 
CORT_0G01300 
 CORT_0G01310 
PLB4 CPAR2_701130 
 CPAR2_701140 
CORT_0G01300 
CORT_0G01310 
PLB5 CPAR2_804680 
 CPAR2_808920 
CORT_0A04690 
 
Tabla 15. Porcentajes de identidad (%) obtenidos mediante comparación de secuencias 
de genes de C. parapsilosis con la familia PLB de C. albicans. 
! CPAR2_ 
601730 
CPAR2_ 
601740 
CPAR2_ 
601750 
CPAR2_ 
601760 
CPAR2_ 
701130 
CPAR2_ 
701140 
CPAR2_ 
804680 
CPAR2_ 
808920 
PLB1! 58.0%! 57.9% 59.3%! 57.1%! 47.2%! 47.7%! 43.0%! 41.7%!
PLB2 60.6%! 59.6% 60.5%! 55.4% 44.5%! 45.8%! 41.5%! 40.9%!
PLB3 45.9%! 46.0% 47.8%! 47.3%! 59.5%! 61.6%! 48.6%! 43.9%!
PLB4 43.4%! 43.6% 42.7%! 39.3%! 41.3%! 40.8%! 39.3%! 35.4%!
PLB5 43.0%! 43.9% 43.0%! 43.8%! 45.4%! 44.3%! 61.9%! 50.7%!
 
Tabla 16. Porcentajes de identidad (%) adquiridos al comparar las secuencias de genes 
de C. orthopsilosis con la familia PLB de C. albicans. 
 CORT_ 
0F02740 
CORT_ 
0F02750 
CORT_ 
0G01300 
CORT_ 
0G01310 
CORT_ 
0A04690 
PLB1 57.9%! 57.4%! 47.4%! 47.7%! 43.1%!
PLB2 57.2%! 56.1%! 44.4%! 44.9%! 41.2%!
PLB3 46.5%! 46.3%! 59.3%! 61.0%! 48.2%!
PLB4 42.0%! 39.2%! 40.5% 41.7%! 38.7%!
PLB5 41.9%! 42.6%! 44.5%! 45.8%! 61.4%!
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Tabla 17. Porcentajes de identidad (%) obtenidos al comparar las secuencias de genes 
de C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
 CORT_ 
0F02740 
CORT_ 
0F02750 
CORT_ 
0G01310 
CORT_ 
0G01300 
CORT_ 
0A04690 
CPAR2_601730 72.5%! 59.8%! 44.4%! 43.9% 42.5%!
CPAR2_601740 70.8%! 59.3%! 45.7%! 44.0%! 41.2%!
CPAR2_601750 78.8%! 59.4%! 45.7%! 44.9%! 42.2%!
CPAR2_601760 58.9! 82.6%! 45.1%! 46.1%! 42.7%!
CPAR2_701130 43.9%! 47.2%! 74.5%! 93.2%! 46.5%!
CPAR2_701140 45.2%! 46.7%! 89.4%! 73.3%! 46.1%!
CPAR2_804680 40.9%! 43.8%! 45%! 45.2%! 87.9%!
CPAR2_808920 37.8%! 40.3%! 42.6%! 41.8%! 52.1%!
 
Cuatro de los cinco miembros de los PLB de C. albicans poseen un ortólogo en C. 
parapsilosis y C. orthopsilosis, aunque lo interesante es como PLB2 mantiene una sola 
secuencia homóloga en C. orthopsilosis, mientras en C. parapsilosis presenta 3 
secuencias con porcentajes de identidad muy altos. Estas sencuencias por su arreglo y 
similitud parecen tener origen en dos eventos de duplicación del gen ancestral, además 
de esto también fue observable un evento de traslocación (Figura 25). 
!
Figura 25. Representación gráfica del arreglo y orden de los genes ortólogos a PLB1 Y PLB2. Este 
esquema muestra un posible evento de inverción de secuencias génicas en el cromosoma 6 de  
C. orthopsilosis con respecto a las secuencias de C. albicans y C. parapsilosis.  
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Aunque no se descarta la posibilidad de una duplicación de las regiones PLB de  
C. parapsilosis y C. orthopsilosis con respecto al gen PLB3, el tamaño de éste con 
respecto a sus ortólogos podría hacer referencia a una fragmentación (Figura 26). 
Mientras que el gen PLB5 se mantiene conservado en ambos genomas (Figura 27). 
!
Figura 26. Representación gráfica del arreglo y orden de los genes ortólogos a PLB3. 
 
!
Figura 27. Representación gráfica del arreglo y orden de los genes ortólogos a PLB5. 
 
7.2.4 Comparación de familias génicas: SAP (aspartil-proteinasa)  
 
La búsqueda de posibles genes ortólogos entre las especies de Candida 
mencionadas con anterioridad, señaló a 5 secuencias de C. parapsilosis y 4 de  
C. orthopsilosis, que al igual que la familia génica ALS, algunas de estas secuencias 
(CPAR2_102410, CPAR2_102420 y CPAR2_102580) ya han sido caracterizadas como 
los genes SAPP1, SAPP3 y SAPP2 respectivamente. Dichos genes parálogos resultan 
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ser los ortólogos a SAP8 de C. albicans, por su parte C. orthopsilosis presentó 5 
secuencias ortólogas con respecto a C. albicans, de las cuales CORT_0B06860, 
CORT_0B03830 y CORT_0B03690 son genes identificados como SAP7, SAP8 y SAP9 
(Tabla 18 y 19).  
En la primera columna se presentan los diez integrantes de la familia multigénica de las 
aspartil-proteinasa, mientras en las columnas restantes se presentan los ID que 
presentaron homología en C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
Tabla 18. Secuencias homólogas de SAP. 
C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
SAP1 CPAR2_102410 CORT_0B03820 
SAP2 CPAR2_102410 
CPAR2_102580 
CORT_0B03690 
SAP3 CPAR2_102410 
CPAR2_102420 
CPAR2_102580 
CORT_0B03690 
CORT_0B03820 
SAP4 CPAR2_102410 
CPAR2_102580 
CORT_0B03820 
SAP5 CPAR2_102410 
CPAR2_102580 
CORT_0B03820 
SAP6 CPAR2_102410 
CPAR2_102580 
CORT_0B03820 
SAP7 CPAR2_105640 CORT_0B06860 
SAP8 CPAR2_102410 
CPAR2_102580 
CORT_0B03830 
SAP9 CPAR2_102610 
CPAR2_102590 
CORT_0B03860 
SAP10 CPAR2_500929 CORT_0B01090 
 
Tabla 19. Genes SAP y sus respectivos ortólogos en los genomas de C. albicans,  
C. orthopsilosis y C. parapsilosis. Los tres genes caracterizados en esta última especie 
son identificados como ortólogos de SAP8 de C. albicans y SAP8 de C. orthopsilosis. 
C. albicans C. parapsilosis C. orthopsilosis 
SAP7 
(orf19.756) 
 
 
SAP7 
(CORT_0B06860) 
SAP8 
(orf19.242) 
SAPP1 (CPAR2_102410) 
SAPP3 (CPAR2_102420) 
SAPP2 (CPAR2_102580) 
SAP8 
(CORT_0B03830) 
SAP9 
(orf19.6928) 
 SAP9 
(CORT_0B03860) 
(SAP10) 
(orf19.3839) 
 SAP10 
(CORT_0B01090) 
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Aunque en investigaciones previas ya se habían identificado los genes ortólogos entre 
estas especies, se le dio continuidad a realizar las comparaciones entre estas secuencias 
(Tabla 20 y 21). 
Tabla 20. Porcentajes de identidad (%) obtenidos mediante comparación de secuencias 
de genes de C. parapsilosis con la familia SAP de C. albicans. 
 CPAR2_ 
102410 
SAPP1 
CPAR2_ 
102420 
SAPP3 
CPAR2_ 
102580 
SAPP2 
CPAR2_ 
102610 
CPAR2_ 
105640 
CPAR2_ 
500920 
SAP1 49.3% 43.7% 48.8% 27.8% 31.8% 30.8% 
SAP2 48.6% 42.5% 48.6% 26.5% 30.5% 29.9% 
SAP3 50% 41.9% 47.9% 27.2% 31.8% 30.6% 
SAP4 43% 37.4% 41.3% 29.6% 33% 28.5% 
SAP5 40.5% 36.9% 42% 28.7% 36.9% 27.8% 
SAP6 40.2% 37.6% 41.4% 28.1% 31.4% 27.3% 
SAP7 30.1% 29.1% 30.3% 27.1% 51.1% 26.1% 
SAP8 54.4% 44.3% 51% 28.6% 29.8% 28.1% 
SAP9 28.1% 26.8% 27.3% 52.7% 29% 29.5% 
SAP10 32.3% 30.6% 30.2% 27% 30% 39.4% 
 
Tabla 21. Porcentajes de identidad (%) obtenidos mediante comparación de secuencias 
de genes C. orthopsilosis con la familia SAP de C. albicans. 
 CORT_0B03820 CORT_0B03690 CORT_0B03830 
SAP8 
CORT_0B01090 
SAP10 
SAP1 49% 48.5% 47.8% 27.8% 
SAP2 48.9% 49.8% 49% 28.5% 
SAP3 46.7% 49.9% 48.8% 28.1% 
SAP4 42.1% 39.4% 41.2% 28.5% 
SAP5 40.4% 40.2% 41.1% 27.1% 
SAP6 40.4% 38.5% 40.2% 27.3% 
SAP7 29.2% 29.7% 29.9% 25.3% 
SAP8 51.2% 53.7% 53.7% 29.5% 
SAP9 29.2% 29.7% 28.5% 29.6% 
SAP10 32.6% 32.2% 33.1% 40.4% 
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Tabla 22. Porcentajes de identidad (%) de secuencias de genes SAP7-10 de C. albicans 
y SAPP1-3 de C. parapsilosis con respecto a los presentes en la familia SAP de  
C. orthopsilosis. 
C. orthopsilosis C. albicans C. parapsilosis 
 SAP7  SAP8  SAP9  SAP10  SAPP1 
CPAR2_ 
102410 
SAPP3 
CPAR2_ 
102420 
SAPP2 
CPAR2_ 
102580 
CPAR2_ 
105640 
CPAR2_ 
500920 
SAP7 49.5% 30.2% 28.1% 30.6% 29.9% 29.4% 31.9% 31.9% 26.8% 
SAP8 29.9% 53.7% 28.5% 33.1% 85.3% 51.4% 56.7% 29.2% 30% 
SAP9 25.1% 28.8% 53.7% 28.1% 27.2% 26.2% 27.4% 24.7% 25% 
SAP10 25.3% 28.3% 29.6% 40.4% 28.9% 27.5% 27.9% 24.7% 80.8% 
 
Los genes SAP7-10  de C. orthopsilosis ubicados en su cromosoma 2, presentaron altos 
porcentajes de identidad (alrededor de 80%) con secuencias aminiacidicas de 
CPAR2_105640, CPAR2_102410 (SAPP1), CPAR2_102610 y CPAR2_500920 de  
C. parapsilosis (Figura 28-31). 
La mayoría de los porcentajes de identidad adquiridos en los genes SAP y sus 
secuencias homólogas no presentaron valores mayores a 53.7%, aunque la mayoría de 
las alineamientos realizados entre las familias génicas anteriores tampoco fueron altos. 
Sin embargo, la comparación entre los genes ortólogos ya se encuentran descritos en la 
literatura de SAP7-SAP10 en C. albicans y sus respectivos en C. orthopsilosis (Tabla 
22).  
  
Podriamos constatar que estos ortólogos no necesariamente deben presentar altos 
porcentajes de identidad; la similitud entre secuencias puede ser alta aunque este sea del 
30%, siempre y cuando se localice en una región estructuralmente importante como lo es 
el dominio funcional. Por otro lado si las secuencias presentan sintenia y la función es la 
misma, es cuando se puede presumir homología. 
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Figura 28. Representación gráfica del orden y arreglo de las secuencias ortólogas de SAP de  
C. orthopsilosis.  
 
!
Figura 29. Representación gráfica del arreglo y orden de los genes ortólogos a SAP7 en el cromosoma 1 
de C.albicans con su ortólogo (y homónimo) en C. orthopsilosis, los cuales parecen tener relación 
filogenética con la secuencia CPAR2_105640. 
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!
Figura 30. Representación gráfica del arreglo y orden de los genes ortólogos a SAP9 de C. albicans en el 
cromosoma 3; con su ortólogo (y homónimo) en C. orthopsilosis, los cuales parecen tener relación 
filogenética con la secuencia CPAR2_105640. 
 
!
Figura 31. Representación visual de los ortólogos a SAP8 de C.albicans, su homonimo en  
C. orthopsilosis y SAPP1 en C. parapsilosis. 
Como se observó en la tabla 27, el gen SAP8 en C. orthopsilosis (y C. albicans) es el 
ortólogo a los tres genes SAPP correspondientes en C. parapsilosis (figura 32). Sin 
embargo solo SAPP1 presenta un porcentaje de identidad alto de 85.3% y 54.4% 
respectivamente. 
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Figura 32. Representación visual de la ubicación de los genes ortólogos a SAP8 de C. albicans,  
C. orthopsilosis y C. parapsilosis. 
Estos genes en particular (SAP8 de C. orthopsilosis y SAPP1-3 de C. parapsilosis) 
llamaron nuestra atención debido a la detección de secuencias génicas aledañas a SAPP1 
y SAP8 con un mismo dominio y a que presentaron valores lo suficientemente alto para 
indicar la presencia de un loci de genes duplicados (Fig. 33) (Tabla 23).!
!
Figura 33. Representación gráfica del loci de los genes de aspartil-proteasa y sus duplicaciones en  
C. orthopsilosis y C. parapsilosis. 
 
Tabla 23. Porcentajes de identidad (%) adquiridos al comparar el locus de aspartil 
proteinasa detectado el mapeo en Symap. 
 CPAR2_ 
102400 
CPAR2_ 
102410 
(SAPP1) 
CPAR2_ 
102420 
(SAPP3) 
CPAR2
_ 
102430 
CPAR2_ 
102580 
(SAPP2) 
CORT_OBO3810 22% 26.1% 28.8% 76% 28.4% 
CORT_OBO3820 20% 59.4% 68.6% 58% 83.6% 
CORT_OBO3830 
SAP8 
18% 85.3% 51.4% 32% 56.7% 
CORT_OBO3840 77% 28.8% 27.5% 47% 27.1% 
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Por lo tanto los resultados mostrados en la tabla 30 sugieren que SAP8 en C. albicans 
tiene el mismo origen fiilogenético que SAP8 en C. orthopsilosis, y que este último 
presenta 3 genes triplicados en los extremos. El que se encuentra más proximo a SAP8 
identificado como CORT_OBO3820 (3820) presenta porcentajes de identidad más alto 
con SAPP2 y SAPP3 que el mismo SAP8 (Figura 34), lo que podría indicar que 
CORT_OBO3820 además de ser una duplicación de SAP8 es homólogo de SAPP2 y 
SAPP3 y que se podrían derivar a partir del ancestro de 3820; de igual manera las 
secuencias génicas a los extremos de ambos locus en C. parapsilosis y C.orthopsilosis  
poseen altos porcertajes de identidad con lo cual podemos tener más certeza de que éstos 
son ortólogos y que además han sido traslocados de acuerdo a la posición en la que se 
encuentran (figura 35). 
 
!
Figura 34. Representación gráfica del posible evento de duplicación del locus aspartil-proteinasa en  
C. orthopsilosis (CORT_OBO3820) y lo que serian sus genes ortólogos en C. parpasilosis  SAPP2 y 
SAPP3. 
!
!
Figura 35. Representación gráfica del posible evento de traslocación en lo locus de aspartil proteasa en  
C parapsilosis y C. orthopsilosis. 
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De acuerdo a todo lo observado en estos locus y además de los diferentes porcentajes de 
identidad que se observan,  se tomó la decisión de diseñar oligonucleótidos de cada uno 
de estos genes para probarlos como marcadores moleculares específicos para  
C. parapsilosis. 
 
7.3 Diseño de oligonucleótidos 
 
El diseño de oligonucleótidos se realizó delimitando las regiones consenso 
observadas en los alineamientos múltiples (Figura 36), y se obtuvieron diversas 
secuencias las cuales fueron descritas a detalle en el programa Analyzer 
(www.idtdna.com/calc/analyzer). 
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!
Figura 36. Alineamiento múltiple del locus SAPP (aspartil-proteinasa) en C. parapsilosis. Las secuencias 
alineadas fueron: CPAR2_102420 (SAPP3), CPAR2_102580 (SAPP2), CPAR2_102410 (SAPP1), 
CPAR2_102400, y CPAR2_102430. 
 
Una vez que las secuencias analizadas cumplieran los estandares necesarios estas se 
mandaron a sintetizar para así obtener sondas específicas para cada una de las secuencias 
génicas de aspartil proteinasa (Tabla 24). 
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Tabla 24. Oligonucleótidos específicos para cada uno de los genes presentes en el loci 
aspartil-proteasa. 
Organismo Nombre Secuencia del oligonucleótido No. de 
bases 
Tm %GC 
C. parapsilosis 2400-F CCG AGA ATT CCG ATT CAT TTG TCC 24 56.1 45.8 
 2400-R CAC CAT CAA GAG CGT CAG CA 20 57.7 55 
 2410-F GGC TAC ACC AGC AAT GAA GCA 23 56.5 47.8 
 2410-R GGA AGT AAG TGA GTG TCG TTC CA 21 58.1 52.3 
 2420-F GCC CGT TGA TGT GAA TTC CAC 21 56.8 52.3 
 2420-R CAC CCA AGA TTG GAG TAC CGC 21 58 57.1 
 2430-F GGA GTT GTT ACC ATC TCC AGG T 20 55.4 50 
 2430-R TGC CAA TCG TAA TCG TGT CG 22 56.3 50 
 2580-F GAG GGA CCT TCA TAT GGT ATT CGT 24 56 45.8 
 2580-R AGC ACC ATT GTC GAA GGT G 19 55.5 52.6 
C. orthopsilosis 3810-F GTC GCA TTC TGC ACA TGG CA 20 58.8 55 
 3810-R GTCTTCACCTGGATCTGGGTACG 23 58.9 56.5 
 3820-F GCT GAT GTG ACT AGT ACC TCT G 22 54.3 50 
 3820-R GGA AGT GTA CTT CAC TTG AGC 21 53.3 47.6 
 3830-F TCG CAT TGG CTT TAC TTG CGC 21 59.1 52.3 
 3830-R GCA ACA CAG ACA CTT CTG GC TC 21 58.4 54.5 
 3840-F CTG CTA CGG ATA TGG TTA CCG C 22 57.5 54.5 
 3840-R CTG GTA CCT CAA ACT TTA CCG GG 23 57.3 52.1 
C. albicans S8-F GCT GAT GTC ACT ACG ACT TCA G 22 55.2 50 
 S8-R GGT AGT TGA AGC ACT AAC AGT GG 23 55.5 47.8 
 
 
 
 
 
 
! 71!
7.4 Validación de oligonucleótidos por pcr en cepas ATCC 
 
Cada uno de los oligonucleótidos diseñados fueron validados in vitro, mediante 
PCR utilizando las cepas control: Candida albicans ATCC 14053, Candida dubliniensis 
ATCC MYA 646, Candida glabrata ATCC 20C1, Candida parapsilosis ATCC 46/43, 
Candida orthopsilosis ATCC 20503 y Candida tropicalis ATCC MVA3464 y cepas 
clínicas identificadas como C. metapsilosis, C. guillermondii, C. zelanoides  
C. lusitaniae y C. krusei, 
Los oligonucleótidos fueron diseñados de tal forma que su temperatura de fusión (TM) 
no tuviera tanta variación y así poderlos validar en un mismo programa. Sin embargo 
aunque estos oscilan entre los 53 y 59 ºC, decidimos realizar diferentes programas de 
PCR para que cada primer pudiese amplificar de forma eficiente. Por lo tanto se 
diseñaron tres programas con una temperatura de alineamiento (TA) diferente mostrado 
en las tabla 25. 
Tabla 25. Programas de amplificación para los diferentes fragmetos de SAP Y SAPP. 
Programa Primers Pasos Tiempo Temperatura Ciclos 
 
 
CPARAP53 
 
 
2400, 2410, 
2420 y S8 
Desnaturalización inicial 5 minutos 94ºC  
Desnaturalización  
Alineamiento  
Elongación 
2 minutos 
30 segundos 
30 segundos 
94ºC 
53ºC 
72ºC 
 
35 ciclos 
Elongación final 5 minutos 72ºC  
 
 
 
CP51 
 
 
2430, 2580, 
y 3820 
Desnaturalización inicial 5 minutos 94ºC  
Desnaturalización  
Alineamiento  
Elongación 
2 minutos 
30 segundos 
30 segundos 
94ºC 
51ºC 
72ºC 
 
35 ciclos 
Elongación final 5 minutos 72ºC  
 
 
 
CORT55 
 
 
3810, 3830 y 
3840 
Desnaturalización inicial 5 minutos 94ºC  
Desnaturalización  
Alineamiento  
Elongación 
2 minutos 
30 segundos 
30 segundos 
94ºC 
55ºC 
72ºC 
 
35 ciclos 
Elongación final 5 minutos 72ºC  
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Una vez diseñados los programas, se procedió a llevar acabo las validaciones de cada 
oligonucleótido en C. albicans, C. dubliniensis,  C. parapsilosis, C. orthopsilosis y  
C. metapsilosis. En la tabla 26 se resumen los resultados obtenidos. Una vez 
seleccionados los oligonucleótidos, estos se probaron en diferentes especies de Candida 
para comprobar que ninguna otra especie tuviera un producto de amplificación (Figuras 
37 y 38). 
Tabla 26. Resultados de la validación de los oligonucleótidos diseñados en cepas 
control.  (+) Presencia un producto amplicado. (-) No se presentó amplificación. 
Marcador C.parapsilosis C.albicans C. dubliniensis C. orthopsilosis C.metapsilosis 
2400  
(CPAR2_102400) 
+ + - - - 
2410/SAPP1 
(CPAR2_102410) 
+ - - - - 
2420/SAPP3 
(CPAR2_102420) 
+ - - - - 
2430 
(CPAR2_102430) 
- + - + - 
2580/SAPP2 
(CPAR2_102580) 
+ + - + - 
3810 
(CORT_OBO3810) 
+ - - + - 
3820 
(CORT_OBO3820) 
+ - - + - 
3830/SAP8 
(CORT_OBO3830) 
- - - + - 
3840 
(CORT_OBO3840) 
+ - - + - 
SAP8 
(orf19.242) 
- + - - - 
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Al analizar estos resultados escogimos a los oligonucleótidos 2420 para C. parapsilosis, 
3830 para C. orthopsilosis y SAP8 para C. albicans como los marcadores específicos 
que se validarían en cepas clínicas. Estos oligonucleótidos darán amplicones de 900, 
1000 y 300 pb respectivamente. 
 
 !
Figura 37 y 38. Validación de amplificación exclusiva en la especie de interçes. La figura 30 muestra las 
diferentes especies de Candida probadas con el marcador 2420 (SAPP3) para C. parapsilosis mientras que 
la figura 31 muestra a las mismas especies probadas con el marcodor 3830 (SAP8) para C. orthopsilosis. 
Carriles: (M) Marcador de peso molecular Hyperlandder. (Cp) C. parapsilosis, (Co) C. orthopsilosis, (Ca)  
C. albicans, (Cd) C. dubliniensis, (Cgr) C.glabrata, (Ct) C. tropicalis, (Ck) C.Kruseii, (Cg)  
C. guillermondi, (Cl) C. lusitaniae. 
!
7.5 Análisis microbiológicos  
 
Antes de someter nuestra colección de aislados clínicos ante su identificación 
molecular, fue necesario caracterizar previamente las cepas por microbiología. Se 
activaron 300 cepas provenientes de estudios previos de los cuales sólo se lograron 
rescatar 46 (Garza Zaragoza, et al. 2012), mientras que 7 cepas fueron donadas por el 
CICESE. 
Estas 53 cepas identificadas anteriormente como C. parapsilosis se analizaron mediente 
auxonogramas de carbono en tubo y en el agar CHROMagar (Tabla 27). 
Las ensayos microbiológicos correspondientes caracterizaron a sólo 35 de las 53 cepas 
como C. parapsilosis. 
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Tabla 27. Resultados de la caracterización microbiológica.  
Fuentes de carbono para el auxonograma Glucosa como control positivo (G),  Lactosa 
como control negativo y Maltosa como azucar diferencial (M). 
Cepa Auxonograma CHROMagar Identificado 
previamente 
como 
Referencia  Identificado 
como G L M 
1 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
2 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
3 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
4 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
5 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
6 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
7 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
8 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
9 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
10 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
11 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
12 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
13 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
14 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
15 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
16 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
17 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
18 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
19 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
20 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
21 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
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22 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
23 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
24 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
25 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
26 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
27 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
28 + - + crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. parapsilosis 
29 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
30 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
31 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
32 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
33 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
34 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
35 + - + crema C. parapsilosis Donación CICESE C. parapsilosis 
36 + - - Rosa-lavanda C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. glabrata 
37 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
38 + - - Rosa-lavanda C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. glabrata 
39 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
40 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
41 + - - azul C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. tropicalis 
42 + - + Rosa-lavanda C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. glabrata 
43 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
44 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
45 + - - Rosa-lavanda C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. glabrata 
46 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
47 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
48 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
49 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
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50 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
51 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
52 + - - crema C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
Desconocida 
53 + - - Lila con 
bordes 
blancos 
C. parapsilosis (Garza Zaragoza, et al., 
2012) 
C. krusei 
 
7.6 Validación de oligonucléotidos en aislados clínicos.  
 
Las 35 cepas identificadas como C. parapsilosis fueron sometidas al programa 
CPARAP53 con los oligonucleótidos 2420 Foward y Reverse el cual amplifica un 
fragmento del gen SAPP3 de 900 pb. 
De las 35 cepas analizadas sçolo 22 amplificaron una banda de 900 pb, la cual es la 
esperada con este juego de primers (Figura 39). 
!
Figura 39. Validación de oligonucleótido 2420 en aislamientos clínicos. (M) Marcador de peso molecular 
Hyperlandder 1kb. (+) ATCC 2633  C. parapsilosis (1-6,9-10,12,14,17-19,26,29,33-35), un total de 19 
cepas clínicas identificadas como C. parapsilosis. 
Las 16 cepas restantes fueron analizadas con el oligo 3830 para C. orthopsilosis en el 
programa CORT55. Sòlo una cepa fue identificada como C. orthopsilosis (Figura 40). 
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Figura 40. Validación de oligonucleótido 3830 en aislamientos clínicos. De las 16 cepas restantes sólo 
una cepa (32) presenté amplificación. 
!
Por último se tomó la decisión de tomar 5 cepas al azar de las 15 faltantes e 
identificarlas utilizando ITS1 y 2.  Éstos amplicones tuvieron una banda de 600 pb, 
tamaño que se suele obtener cuando de trata de una especie del género Candida (Figura 
42). 
!
Figura 41. Producto de 600 pb de PCR amplificado con ITS1 y 2. 
 
7.7 Comparación de secuencias obtenidas con base de datos Genbank 
 
Los fragmentos amplificados y purificados se enviaron al LANGEBIO- 
CINVESTAV en Irapuato.  Las secuencias obtenidas fueron proporcionadas en formato 
FASTA (ANEXO 3) y fueron alineadas con el programa bioinformático BioEdit 
Sequence Alignment Editor (Copyright © 1997-2007 Tom Hall) 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) con la finalidad de verificar que éstas 
coincidieran entre sí, y junto con la revisión de los electroferogramas se corrigieron los 
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errores mostrados. Posteriormente se tomaron la secuencias en formato FASTA y se 
realizaron alineamientos locales en la base de datos del National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante la 
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).  
El alineamiento por BLAST determinó que las 19 secuencias obtenidas tras el uso de los 
oligos 2420 para C. parapsilosis poseen un 99% de identidad con el gen SAPP2 
(GenBank. Número de acceso AF339513.1). De igual manera las secuencia obtenida del 
cepa 32 identificada como C. orthopsilosis  presento un 89% de identidad al utilizar los 
oligonucléotidos 3830 para el gen SAP8 (GenBank. Número de acceso 
XM_003867480). 
Por otra parte las cepas identificadas por la secuenciación de ITS1 y 2 mostraron alta 
porcentaje de identidad con C. glabrata (cepas 7, 8, 29 y 30), C. lusitanie (cepa 11) y  
C. tropicalis (cepa 31).  
 
7.8 Análisis filogenéticos  
 
Se realizó un alineamiento múltiple utilizando la herramienta MUSCLE de 
MEGA5 y en base a este se construyó un análisis filogenético por el método de 
Neighbor joining, el cual muestra la relación de las diferentes secuencias de aspartil-
proteinasa. Se analizaron las 20 secuencias SAPP2 de C. parapsilosis, las dos secuencias 
de SAP8 de C. orthopsilosis y la secuencias SAP8 de C. albicans, también se incluyeron 
las secuencias génicas de genes reportados en las bases de datos. Se utilizó el coeficiente 
de Jaccard (Tanimoto) para comparar el juego de variables y se generó un bootstrap de 
1000 réplicas, resultando el árbol que se muestra en la Figura 43.  
En este análisis filogenético encontramos 5 clados, de los cuales 4 muestran la 
variabilidad que se presenta entre las secuencias del gen SAPP2, mismo que permitió la 
identificación de C. parapsilosis. Se pueden observar además que éstas se encuentran 
cerca de la secuencia de referencia. Mientras que en el quinto clado se encuentran 
agrupadas las secuencias ortólogas a SAP8 de C. albicans y C. orthopsilosis quienes 
están más cerca a la secuencia obtenida de la cepa ATCC de C. parapsilosis.  
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Figura 42.  Análisis filogenético que muestra la relación y variabilidad entre las diferentes secuencias de 
aspartil-proteinasa.  
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8. DISCUSIÓN 
 
  Natura non facit saltum – “La naturaleza no procede por saltos” – es un principio 
filosófico formulado por Aristóteles, adoptado por Darwin en su libro “El origen de las 
especies” y citado por Leibniz desde el siglo 17 como: ”La gran cadena de los seres”. En 
este principio la evolución se desarrolla gradualmente como una acumulación de 
pequeñas e incontables modificaciones (Wuketits, 1996).  
Estas modificaciones que van desde la duplicación de genes individuales, segmentos 
cromosomales, hasta la duplicación de cromosomas y/o genomas enteros son una gran 
fuente primaria de evolución en levaduras, a pesar de que estos eventos suelen ser  
comunes, no está claro cómo la duplicación de genes mantiene el éxito evolutivo ni con 
qué frecuencia se producen estos eventos (Lynch y Conery, 2000).!
Mediante la comparación de familias multigénicas se ha comprobado la participación de 
ALS (adhesinas), LIP(lipasas), PLB (fosfolipasas B) y SAP (aspartil-proteinasa) en la 
virulencia de algunas especies del género Candida (Singaravelu et. al. 2013). La 
comparación de familias génicas en C. albicans, C. parapsilosis y C. orthopsilosis 
mostró que la familia SAP es la que presenta alta sintenia y conservación en número de 
genes, a excepción del gen SAP8, que en C. albicans se mantiene conservado a 
diferencia de SAP8 en C. orthopsilosis que presenta rearreglos en el acomodo de sus 
genes, mismos que se mostraban expandidos. Por otra parte SAPP1 de C. parapsilosis  
(ortólogo de SAP8) presenta una duplicación, al igual que su parálogo SAPP3.  
Pero esta familia no fue la única que presentó estás modifiaciones pues, todas las 
familias génicas estudiadas presentaron al menos una duplicación de uno de sus 
miembros.  
La expansión en secuencias génicas ya ha sido descrita anteriormente por Butler et. al, 
(2009). Este grupo de investigación describió grosso modo algunos eventos de 
duplicación principalmente en C. albicans,  analizaron la evolución de la patogenicidad 
así como la reproducción sexual en cinco genomas de Candida spp. (C. albicans,  
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillermondii y C. glabrata), señalando la expansión de 
genes en 21 de 9209 familias involucradas en la virulencia de C. albicans.  
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Entre estas familias destacan las lipasas, transportinas de oligopéptidos y adhesinas, las 
cuales están ausentes en Saccharomyces spp. por lo que es muy probable que sean de 
gran importancia para las adaptaciones y la virulencia del género Candida.  
Igualmente en trabajos posteriores de Butler (2012) especifican que las familias génicas 
asociadas a la patogénesis de Candida spp. se expandieron en C. parapsilosis con 
respecto a C. orthopsilosis, reportando previamente lo observado en la familia génica de 
las adhesinas la cual se asocia con la adhesión, la adquisición de hierro, la formación de 
biopelículas y la endocitosis (Hoyer, 2001). Ellos mencionan que hay 5 genes ALS 
en C. parapsilosis (uno en el cromosoma 5, y cuatro repeticiones en tándem en el 
cromosoma 4 que corresponden a  ALS6-ALS7  de C. albicans), y al menos tres 
en C. orthopsilosis (un ortólogo del gen de cromosoma 5 y al menos dos genes en 
tándem en el loci de cromosoma 4). 
Ante estas expansiones de genes; surge la interrogante:  
¿Es posible que la emergencia de C. parapsilosis se deba a la duplicación de genes 
implicados en su virulencia?  
Es una realidad que la emergencia y reemergencia de algunas enfermedades infecciosas 
ha sido al incremento de factores de oportunismo que predisponen a un individuo; 
enfermedades autoinmunes, diabetes, neoplasias, terapias inmunodepresoras, trasplantes, 
uso indiscriminado de antibióticos y/o drogas son ejemplos de estos factores los cuales 
favorecen a  que microorganismos poco infecciosos tengan éxito.  
C. parapsilosis forma parte de la microflora normal en el sistema tegumentario, por lo 
que a menudo es aislado de manos de trabajadores sanitarios, favoreciendo a la 
contaminación de catéteres y/o sondas para la alimentación parenteral de pacientes 
inmunosuprimidos (Barchiesi et al. 2004; Clark et al, 2004, Dizbay et al. 2008)  
La presencia de estos genes ayudan a C. parapsilosis a la adherencia celular en 
dispositivos médicos, formando biopeliculas y con ello matriz extracelular para la 
secreción de enzimas degradadoras, las cuales le permiten a la levadura persistir en la 
infección. 
Sería factible pensar que estas eventos de duplicación están generando presión selectiva 
en C. parapsilosis, de hecho Butler y colaboradores sugirieron que estos eventos son  
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adaptaciones asociadas con la virulencia de estas levaduras; sobre todo cuando se 
observa una expansión génica de un gen que está involucrado con infecciones en piel 
por C. albicans.   
En general se puede pensar que la duplicación de genes es un mecanismo evolutivo de la 
mayoría de los genes, pues si un segmento de DNA duplicado es lo suficientemente 
largo para incluir un gen entero o un grupo de genes, el organismo con la duplicación 
tendrá múltiples copias de estos; sin embargo si una única secuencia (gen ancesntral) es 
suficiente para el genoma, la acumulación de copias adicionales no ofrece en realidad 
ninguna ventaja selectiva (Chieh-Wu et al. 2014).  
O bien después de la duplicación, uno de los duplicados pierde presión selectiva 
mientras que la otra copia continúa suministrando a la célula su función original, por lo 
que las duplicaciones pueden acumular mutaciones (inserciones y deleciones) que 
pueden tener efectos diferentes al grado de dejar de ser funcional o bien adquirir una 
función nueva (Gogarten y Olendzenski, 1999). 
Al conocer la relación sinténica entre los genomas estudiados (C. albicans,  
C. parapsilosis y C. orthopsilosis) fue posible observar cómo los cambios evolutivos 
entre especies han definido bien a las mismas. Por un lado tenemos la fragmentación y 
translocación entre los cromosomas de C. parapsilosis y C. orthopsilosis, mientras que 
por otra parte observamos una fragmentación cromosomal total entre C. albicans y  
C. parapsilosis. 
La primera comparación genómica entre C. parapsilosis y C. orthopsilosis fue realizada 
en el 2012 por Butler et. al, después de la secuenciación y ensamblaje del genoma de  
C. orthopsilosis, observándose reordenamientos significativos en las estructuras de los 
cromosomas con respecto a C. parapsilosis. Su análisis muestra que la mayor parte de 
los cromosomas de C. orthopsilosis poseen al menos un evento de translocación en 
comparación con C. parapsilosis, y que además los dos genomas difieren por un mínimo 
de 7 pasos de translocaciones recíprocas.  (Tabla 28) 
Al analizar sus resultados con los nuestros existe concordancia, pues la fragmentación 
cromosomal que se observa entre estos genomas es recíproca. Encontramos que dos 
locus de diferentes cromosomas conforman un cromosoma completo de la otra especie, 
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eso es constante menos en 1 de los 8 cromosomas, el cromosoma 6 de C. parapsilosis 
que es sinténico al cromosoma 7 de C. orthopsilosis. La única gran discrepancia es en 
qué cromosomas se presentan estas translocaciones. En la siguiente tabla se presenta la 
comparación de los resultados obtenidos en ambos estudios. Es importante señalar que 
los genomas disponibles en la base de datos Candida genoma (los cuales fueron 
ensamblados por este grupo de investigación) constantemente son curados, por lo que es 
posible que algunos de los resultados genómicos presentados por ellos en el 2012 estén 
sujetos a errores. 
Tabla 28. Compración de resultados observados de las translocaciones cromosomales 
entre C. parapsilosis y C. orthopsilosis. 
Resultados obtenidos Butler et. al, 2012 
C.parapsilosis C. orthopsilosis C.parapsilosis C. orthopsilosis 
Cromosoma 1 Cromosoma 6 y 8 Cromosoma 1 Cromosoma 2 y 6 
Cromosoma 2 Cromosoma 2 y 6 Cromosoma 2 Cromosoma 1 y 4 
Cromosoma 3 Cromosoma 5 y 8 Cromosoma 3 Cromosoma 5 y 8 
Cromosoma 4 Cromosoma 1 y 3 Cromosoma 4 Cromosoma 4 y 5 
Cromosoma 5 Cromosoma 1 Cromosoma 5 Cromosoma 2 y 4 
Cromosoma 6 Cromosoma 7 Cromosoma 6 Cromosoma 6 y 8 
Cromosoma 7 Cromosoma 2 Cromosoma 7 Cromosoma 7 
Cromosoma 8 Cromosoma 2 y 5 Cromosoma 8 Cromosoma 1 y 3 
 
Es complicado poder establecer qué genoma originó al otro o si éstos presentan un 
ancestro en común, pero sí podemos asegurar que desde la separación de ambas especies 
se sigue presentado una alta conservación entre sus secuencias. 
La pérdida de sintenia es algo que se muestra tras la comparación de C. albicans y  
C. parapsilosis y así mismo entre C. albicans y C. orthopsilosis. Una gran cantidad de 
translocaciones cromosomales fueron observadas mediante circle plot. Algo muy 
diferente a la alta sintenia que presenta C. albicans y C. dubliniensis, donde los cambios 
evolutivos al nivel genómico han sido escasos (Jackson et. al, 2009). 
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A pesar de que el grupo CTG comparte características morfológicas y genéticas que las 
relacionan entre sí como algunos mecanismos de patogénesis (Butler et. al 2009), éstas 
levaduras poseen también una gran variabilidad. 
Conociendo acerca de la similitud/variabilidad y el papel de cada gen aspartil-proteinasa 
en C. albicans, sabemos que estos están agrupados en tres grupos: SAP1-3, SAP4-6 y 
SAP9-10, quedando excluidos SAP7 y 8; en éste último gen (SAP8) existen estudios in 
vitro que demuestran que es regulado por la temperatura y que sugieren que suele 
expresarse preferencialmente durante micosis superficiales (Naglik et al, 2004).  
Decidimos diseñar nuestros marcadores moleculares en base a SAP8 debido a que genes 
ortólogos a este en C. parapsilosis (SAPP3) y C. orthopsilosis (SAP8) presentan 
duplicaciones génicas y a su importancia en el proceso de infección en sistema 
tegumentario de donde éstas especies suelen aislarse. 
Es correcto afirmar que en los últimos años se ha presentando un incremento en la 
incidencia de C. parapsilosis, pero también es importante señalar que C. glabrata es otra 
importante especie que ha aumentado en el número de candidiasis (Turner, 2014; Mallet, 
2012; Lass-florl, 2009;  Pfaller y Diekema, 2007).    
 
Con los marcadores seleccionados en este trabajo se ha logrado la diferenciar entre el 
complejo parapsilosis y además de otras especies de interés médico como lo son  
C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. guillermondii, C. krusei, C. lusitaniea y  
C. zelanoides. 
Al analizar los resultados obtenidos y la literatura consultada surgen dos interrogantes: 
¿Cuáles fueron los métodos implementados para la identificación de C. parapsilosis en 
la literatura ya reportada? y por consiguiente ¿Estos métodos están identificando de 
manera correcta estas levaduras? 
Estas interrogantes surgen tras el análisis propio de este trabajo, pues para la realización 
del mismo fueron analizadas 35 cepas, identificando molecularmente mediente el usos 
de nuestros propios marcadores a 19 cepas como C. parapsilosis; solamente se 
identificaron a 6 de las 15 restantes mediante el uso de ITS (recordemos que 1 cepa fue 
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identificada como C. orthopsilosis); las cuales mostraron un alto porcentaje de identidad 
con C. lusitanea y principalmente C. glabrata.  
Estos resultados obtenidos confirman dos cosas: la primera que bajo pruebas 
microbiológicas convencionales es difícil identificar a C. parapsilosis del resto de las 
levaduras, incluso utilizando un agar selectivo como lo es CHROMagar.   
 
Aunque diversos autores han descrito el fenotipo de C. parapsilosis así como el de  
C. glabrata, estos resultados se tienen que reafirmar con pruebas bioquímicas, incluso la 
misma ficha técnica de CHROMagar Candida Medium aclara que para la identificación 
directa de C. albicans, C. krusei y C. tropicalis ha sido documentado en numerosos 
estudios, sin embargo si se presenta crecimiento de colonias que poseen un color de rosa 
claro a oscuro o de malva a violeta, o bien si muestran su color crema natural, deben 
identificarse mediante los métodos estándar, en pocas palabras este no es un medio 
diferencial para C. parapsilosis ni C. glabrata, mucho menos con otras especies como  
C. lusitanea y C. guillermondii. 
Y segundo que mediante secuenciación del fragmento ITS1 e ITS2 de la secuencia de 
DNA ribosomal 18S ha sido posible confirmar la excelencia de nuestros marcadores, 
pues no han producido un producto de amplificación en especies Candida que no sean 
las de interés.  Por otro lado la presencia en nuestro cepario de falsos C. parapsilosis, 
nos indica que las identificaciones microbiológicas no están exentas de errores lo que 
nos genera la pregunta ¿Bajo qué parámetros microbiológicos o métodos moleculares 
fueron identificadas estas levaduras?   
La mejor técnica para la identificación del complejo parapsilosis es la reportada por 
Tavanti, aunque esta no es ni sencilla ni económica. Pocos estudios epidemiológicos 
mencionan como C. parapsilosis es identificado (De Toro et. al, 2010; Enger  et. al, 
2001). 
Por lo que nuestros marcadores moleculares ofrecen una excelente identificación de  
C. parapsilosis y C. orthopsilosis. Estos marcadores basados en los genes aspartil-
proteinasa SAPP3 (2420 para C. parapsilosis), SAP8 (3830 para C. orthopilosis) y 
SAP8 (S8 para C. albicans) han logrado la amplificación de secuencias 
filogenéticamente variables.  
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9. CONCLUSIÓN 
!
En el presente trabajo se describen los primeros marcadores moleculares para 
PCR punto final con los cuales es posible identificar a C. parapsilosis y C. orthopsilosis 
del resto de las especies del género Candida. Los oligonucleótidos fueron referidos 
como 2420 y 3830 con amplicones 1000 y 900 pb, respectivamente. Es importante 
señalar que en este estudio C. metapsilosis fue excluido debido a la falta de secuencias 
de genes disponibles para esta especie. 
Estos marcadores moleculares han sido diseñados a partir de la comparación de locus 
sinténicos entre algunas de las principales familias génicas involucradas en la 
patogenicidad de estas levaduras. 
Además del diseño de estos marcadores se realizó la comparación de los genomas 
completos de C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis y C. orthopsilosis, con la cual 
se observaron translocaciones cromosomales en todos los análisis, con la diferencia que 
en C. parapsilosis y C. orthopsilosis, las translocaciones son la evidencia de una 
fragmentación parcial en los cromosomas y que a pesar de ello, ambos genomas siguen 
presentando alta sintenia. A diferencia de la comparación de C. albicans con  
C. parapsilosis  donde la fragmentación cromosomal ha sido total y con esto se ha 
perdido la sintenia entre estas levaduras. 
No sólo se compararon los genomas completos, sino de igual manera se compararon las 
familias génicas estudiadas, donde fueron observados eventos de duplicación en al 
menos un miembro de cada familia génica en C. parapsilosis y que al analizar estas 
secuencias con el resto de los genes ortólogos y parálogos se observaros secuencias 
nucleotídicas diferentes, indicando que estos eventos de duplicación no son recientes y 
han generado mutaciones. 
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10. PERSPECTIVAS 
!
Este trabajo representa una contribución al área de la salud para el temprano 
diagnóstico de Candida parapsilosis. Así mismo deja hallazgos que conllevan a la 
realización de estudios más detallados como: 
1. La caracterización de un número mayor de aislados clínicos utilizando nuestros 
marcadores moleculares diseñados en comparación con la técnica molecular propuesta 
por Tavanti. 
2. Validar y caracterizar cada uno de los eventos de duplicación descritos, así como 
observar la variabilidad que estos pueden poseer.  
3. Aunque no se mencionó mucho debido a que no era uno de los objetivos específicos, 
se diseñó un marcador molecular que diferencía a C. albicans de C. dubliniensis, esto 
fue sólo probado en cepas ATCC, por lo tanto otro importante estudio sería validar estos 
marcadores en cepas de origen médico para poder seguir con la correcta identificación 
de especies de Candida.  
4. Una vez que sea ensamblada la tercera especie perteneciente al complejo parapsilosis,  
C. metapsilosis, diseñar un marcador molecular para su identificación.  
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12.  ANEXOS 
 
ANEXO 1  
 
Estándares establecidos para el diseño de marcadores moleculares. 
 
 
 
•  Preferentemente entre 18 y 24 bases. 
Longitud del oligonucleótido 
•  Ambos oligonucleotídicos deben diseñarse de forma que tengan 
temperaturas de fusión similares, los mejores resultados se obtienen con 
Tf de 55 a 72 ºC. 
Temperatura de fusión (Tf) 
•  Los primers han de elegirse de forma que tengan una secuencia única 
dentro del ADN molde que debe amplificarse. 
Especificidad 
• El diseño no debe incluir ninguna homología interna del primer de más de 3 pares 
de bases. Estas zonas de auto-homología, pueden formar estructuras con cambios 
bruscos u horquillas, capaces de interferir con la hibridación al ADN molde. 
• Una homología parcial entre primers en las regiones centrales de dos 
oligonucleótidos puede interferir con la hibridación.  
Secuencias complementarias del oligonucleótido 
• Contenido de GC entre 45 y un 55 %.  
• La secuencia no debe contener tramos de poli-G ni poli-C que puedan favorecer 
la hibridación inespecífica.  
• Evitar los tramos de poli-A y poli-T, ya que pueden abrir tramos del complejo 
primer-ADN molde, reduciendo la eficacia de la amplificación.  
• También evitarse los tramos de polipirimidina (T, C) y polipurina (A, G).!
Contenido de G/C y los tramos de polipirimidina (T, C) o polipurina (A, G) 
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ANEXOS 2 
!
12. 2. 1 Comparación de los cromosomas de C. albicans y C. dubliniensis 
(Mejores alineamientos) 
 
Cromosoma 1 de C. albicanas y  cromosoma 1 C. dubliniensis 
 
Cromosoma 2 de C. albicanas y  cromosoma 2 C. dubliniensis 
 
Cromosoma 3 de C. albicanas y  cromosoma 3 C. dubliniensis 
 
Cromosoma 5 de C. albicanas y  cromosoma 5 C. dubliniensis 
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Cromosoma 7 de C. albicanas y  cromosoma 7 C. dubliniensis 
 
Cromosoma R de C. albicans y  cromosoma R C. dubliniensis 
 
12. 2. 2 Comparación de los cromosomas de C. albicans y C. parapsilosis 
(Mejores alineamientos) 
 
Cromosoma 5 de C. albicans y  cromosoma 3 C. parapsilosis 
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Cromosoma R de C. albicans y cromosoma 5 de C. parapsilosis   
12. 2. 3 Comparación de los cromosomas de C. parapsilosis y C. orthopsilosis 
 
Cromosoma 1 de C. parapsilosis y cromosoma 6 de C. orthopsilosis 
 
Cromosoma 1 de C. parapsilosis y cromosoma 8 de C. orthopsilosis 
 
 
Cromosoma 2 de C. parapsilosis y cromosoma 2 de C. orthopsilosis 
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Cromosoma 2 de C. parapsilosis y cromosoma 6 de C. orthopsilosis 
 
 
Cromosoma 3 de C. parapsilosis y cromosoma 8 de C. orthopsilosis 
 
Cromosoma 3 de C. parapsilosis y cromosoma 5 de C. orthopsilosis 
 
Cromosoma 4 de C. parapsilosis y cromosoma 1 de C. orthopsilosis 
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Cromosoma 4 de C. parapsilosis y cromosoma 3 de C. orthopsilosis 
 
 
Cromosoma 5 de C. parapsilosis y cromosoma 1 de C. orthopsilosis 
 
 
Cromosoma 6 de C. parapsilosis y cromosoma 7 de C. orthopsilosis 
 
 
Cromosoma 7 de C. parapsilosis y cromosoma 2 de C. orthopsilosis 
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Cromosoma 7 de C. parapsilosis y cromosoma 4 de C. orthopsilosis 
 
 
 
Cromosoma 8 de C. parapsilosis y cromosoma 5 de C. orthopsilosis 
 
Cromosoma 8 de C. parapsilosis y cromosoma 3 de C. orthopsilosis 
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ANEXO 3 
Secuencias obtenidas 
Nombre de la secuencia: 
Cp01 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
932 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
 
Nombre de la 
secuencia:Cp02 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
911 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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Nombre de la 
secuencia:Cp03 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
1083 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:Cp04 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
933 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:Cp05 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
1039 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
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Nombre de la 
secuencia:Cp06 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
1037 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia: Cp09 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
926 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:Cp10 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 908 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
!
! 108!
Nombre de la 
secuencia:Cp12 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 931 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:Cp14 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 931 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia: Cp17 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 1006 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
!
!
! 109!
Nombre de la 
secuencia:Cp18 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 1089 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia: Cp19 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 1011 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:Cp26 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 1037 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
! 110!
Nombre de la 
secuencia: Cp29 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 910 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
 
Nombre de la 
secuencia:Cp33 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 1003 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:Cp34 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 930 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
! 111!
!
Nombre de la 
secuencia: Cp35 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 1236 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia: CpATCC 
Organismo: 
C. pararapsilosis 
Longitud: 
 922 pb 
Clave de acceso NCBI: 
---- 
!
!
!
!
!
!
! 112!
Nombre de la 
secuencia: Co32 
Organismo: 
C. orthopsilosis 
Longitud: 
 1256pb 
Clave de acceso 
NCBI: 
---- 
!
Nombre de la 
secuencia:CoATCC 
Organismo: 
Corthopsilosis 
Longitud: 
 1218 pb 
Clave de acceso 
NCBI: 
---- 
!
 
 
 
 
 
